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Resumen 

 

La Rosa spp es el principal tipo de flor cultivada en Colombia con aproximadamente 33% de 

participación en la producción florícola del país. La alta cantidad de desechos vegetales 

producidos en este cultivo hacen de este material un sustrato interesante para ser explotado en 

procesos biotecnológicos. En el presente trabajo se utilizó el hongo basidiomiceto Ceriporiopsis 

subvermispora con el fin de evaluar su potencial para el tratamiento de estos residuos. Se estudió 

su capacidad para colonizar un sustrato semisólido a base de residuos de Rosa sp, en términos de 

crecimiento micelial, producción de lacasas y porcentaje de descomposición de lignina para 15 

días de tratamiento. Con un modelo logístico se determinó el efecto del pH y la adición de sales, 

encontrando que el hongo es capaz de crecer eficientemente sobre el sustrato sin la necesidad del 

uso de nutrientes y reguladores buffer. El efecto de la temperatura y la dilución sobre el método 

de extracción de lacasas se determinó, observando que la máxima recuperación fue posible con 

una dilución de 1/60 y 30 °C para este medio de cultivo. Se determinó la actividad lacasa durante 

este periodo encontrando la máxima producción al día 15 (1,69 U/g ± 020). Finalmente se 

cuantificó el decaimiento de lignina durante la colonización del hongo, llegando a descomponer 

3,54% del total de lignina en comparación al blanco. 

Palabras clave: Desechos de Rosa sp, Ceriporiopsis subvermispora, crecimiento micelial. lacasa, 

lignina. 
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Abstract 

 

The Rose spp is the main type of flower planted in Colombia, with approximately 33% stake in 

the country's production floriculture. The high amount of plant waste produced in this industry, 

make this material an interesting substrate to be exploited in biotechnological processes. In this 

paper the fungus basidiomycete Ceriporiopsis subvermispora was used to evaluate its potential 

for the bio-treatment of this waste. Its ability to colonize a substrate of solid waste-Rose sp was 

studied, using as response variable the mycelial growth, production of laccase and lignin decay 

for 15 days. Using a logistic model, the effect of pH and the addition of salts was determined. It 

was found that the microorganism is able to grow efficiently on the substrate without the need 

for use of nutrients and buffer. The effect dela temperature and dilution in the extraction process 

was determined laccases. It was found that maximum recovery was possible with a 1/60 dilution 

and 30 ° C. It was determined laccase activity during this period, finding the maximum 

production at day 15 (1.69 U / g ± 020). Finally, the lignin decomposition was quantitated during 

colonization of the fungus, reaching the maximum rate of delignification at 15 days with 3.54% 

of degraded lignin.  

Key words: Waste-Rose sp, Ceriporiopsis subvermispora, mycelial growth, laccase, lignin. 
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Introducción 

 

En Colombia la actividad floricultora se ha posicionado como una de las industrias más 

dinámicas y competitivas dentro del sector agropecuario. Aunque durante el periodo 2010-2014 

se presentaron, en promedio, bajos niveles de crecimiento (2,7%) respecto al promedio nacional 

(4,8%), el sector agropecuario mostró un alza en los años 2013 y 2014 gracias al desempeño 

positivo de negocios como la producción y exportación de flores.  En 2013 el sector 

agropecuario registró un crecimiento de 6,7% y en 2014 solo la floricultura aportó  un 2%  al 

PIB agropecuario debido al incremento de sus exportaciones en un 3% (Reyes, Duque, Camacho, 

& Soto, 2015). 

La floricultura está consolidada como un sector estratégico de la economía colombiana. A nivel 

mundial ocupa el segundo lugar como exportador de flores con un 15,8% de participación en el 

mercado, superado solo por Holanda que alcanza un 45%. Para el año 2014 las empresas 

floricultoras tuvieron una participación de un 2,5% en las exportaciones totales del país 

superando a otros productos como el azúcar (0,7%) y el banano (1,5%) mostrando así su 

importante aporte desde el punto de vista productivo y de competitividad de clase mundial 

(Asocolflores, 2015a). En 2014 se alcanzó un valor de exportación de 1,37 mil millones de 

dólares superando el año inmediatamente anterior en el cual se lograron 1,33 mil millones de 

dólares dando como resultado un crecimiento del 3% (Reyes et al., 2015). A estas cifras le 

acompañan los más de 130.000 empleos directos e indirectos formales y estables generados en 

60 municipios del país, sin mencionar los aproximadamente 10.000 empleos adicionales que son 

generados durante la temporada de San Valentín (Asocolflores, 2014). 
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El principal tipo de flor cultivado en Colombia es la Rosa spp. Entre el año 2013 y el 2014 se 

exportaron 104.356 toneladas, llegando a un valor de exportación de 736,78 millones de dólares, 

con ello el porcentaje de participación de la Rosa spp en 2014 fue de un 27% seguido del clavel 

con 16% y del crisantemo con 11%. Los destinos de exportación incluyen Estados Unidos como 

el comprador más importante con un 69% y Rusia con un 12% del consumo total de este 

producto (Asocolflores, 2015a). Para cumplir con estos niveles de producción se hace uso de un 

43% de las 7.000 hectáreas sembradas con flores en el país, siendo las regiones productoras 

Cundinamarca (73,2%), Antioquia (23,8%), Eje Cafetero (1,9%), Boyacá (1%) y Córdoba 

(0,1%) (Asocolflores, 2014). 

Según la guía ambiental de la floricultura elaborada por Asocolflores y el Ministerio del Medio 

Ambiente, cerca del 90 % de los residuos sólidos convencionales del proceso productivo 

corresponden a desechos vegetales los cuales pueden representar una amenaza o una 

oportunidad. Estas acumulaciones pueden generar emisiones al aire, en caso de ser quemados, 

eutrofización de aguas y daños directos al ecosistema producto de la carga de plaguicidas y otros 

componentes acumulados durante el cultivo. Su aprovechamiento se centra en el compostaje, sin 

embargo su reutilización en la cadena productiva representa una amenaza fundamentada en la 

posible infección de los cultivos con el patógeno Fusarium oxysporum (Specialis dianthi) 

(Asocolflores, 2002). 

A partir del 2016 Asocolflores inició la aplicación de indicadores orientados a la cuantificación 

de residuos generados en la floricultura, así como de seguimiento, control, aprovechamiento y 

disposición final. Para el 2014, una muestra de 27 empresas asociadas a Asocolflores generó 

40.000 toneladas de residuos sólidos de los cuales 36.000 toneladas fueron de material vegetal 

(Asocolflores, 2014). Siendo la Rosa spp el principal tipo de flor cultivada (43%) se hace visible 
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la necesidad de encontrar alternativas de aprovechamiento que logren dar un valor productivo a 

la gran cantidad de material vegetal desechado. 

Siendo los residuos de Rosa spp material vegetal, están formados principalmente de lignina, 

hemicelulosa y celulosa. Las moléculas de celulosa están agrupadas en fibras regulares y 

determinan el marco estructural de la pared celular vegetal. Esta estructura a su vez esta 

rellenada con hemicelulosa y lignina. La unión de la celulosa con la hemicelulosa o la lignina 

está formada por enlaces de hidrógeno. En el caso de la lignina y la hemicelulosa estas tienen, 

además de los enlaces de hidrógeno,  otras uniones químicas que hacen más difícil su separación 

y la obtención de hemicelulosa o lignina pura (Chen, 2014). Existen diferentes métodos para 

separar estos componentes, los cuales pueden ser mecánicos, químicos y biológicos. 

Comparativamente el uso de bio-pretratamientos es ambiental y económicamente preferible ya 

que es normalmente conducido a bajas temperaturas y bajas presiones sin el uso de equipos 

costosos, agentes químicos, reactores y procesos complejos que demandan de la inversión de 

energía externa (Tian, Fang, & Guo, 2012). 

La principal dificultad en el tratamiento de los desechos lignocelulósicos se debe a su naturaleza 

recalcitrante, provista por la presencia de lignina, una barrera física y química del material. 

Utilizando los hongos de la pudrición blanca es posible abordar el manejo de los desechos de 

Rosa spp, ya que estos son los principales descomponedores de la lignina en la naturaleza. 

Generalmente los hongos de la pudrición blanca actúan sobre el material lignocelulósico 

degradando la lignina y consumiendo gran parte de la celulosa disponible, sin embargo, como es 

el caso de Ceriporiopsis subvermispora, existen hongos selectivos los cuales basan su 

alimentación fundamentalmente en hemicelulosa, dejando entonces casi intacta la celulosa del 

material vegetal (Effland & Leatham, 1987). 
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El hongo de la pudrición blanca Ceriporiopsis subvermispora es considerado como un 

organismo de suma importancia en los  procesos de biopulpado usados en la industria del papel 

(Akhtar, Blanchette, Myers, & Kirk, 1998). Un pretratamiento del material vegetal con este 

organismo permite ahorrar una gran cantidad de energía eléctrica y consumo de reactivos durante 

las operaciones de fibrilación y refinamiento de la pulpa vegetal, la cual es fundamentalmente 

celulosa (Sethuraman, Akin, & Eriksson, 1998b). En el presente trabajo se evalúa la capacidad 

deslignificante de Ceriporiopsis subvermispora sobre desechos de Rosa sp, dando inicio a la 

búsqueda de una alternativa de aprovechamiento con vistas a la obtención de celulosa, materia 

prima para la producción de papel. 

Con base en lo anterior y para evaluar la capacidad ligninolitica de Ceriporiopsis subvermispora 

sobre desechos de Rosa sp se plantearon tres objetivos. Inicialmente se realizaron ensayos de 

activación con la cepa FP 90031-sp de C. subvermispora, dado que no se registró crecimiento en 

ninguno de los medios utilizados, se realizaron ensayos de adaptación y propagación de las cepas FP  

105752-sp y L 14807-sp, para las cuales se evaluó la cinética de crecimiento sobre medios 

comerciales y medios con residuos de Rosa sp como fuente de carbono. Posteriormente fue 

evaluado el efecto de la adición de sales (NaNO3, MnSO4  y KH2PO4) y el cambio de pH en los 

cultivos. Luego de seleccionar el medio y las condiciones de cultivo, se determinó la actividad 

enzimática de lacasas producida por C. subvermispora. Para la obtención de la enzima lacasa se 

definieron previamente la temperatura, el factor de dilución y el tiempo de extracción. 

Finalmente, se cuantificó el decaimiento de la concentración de lignina presente en la Rosa sp 

tratada con C. subvermispora, este proceso fue realizado para los estadios iniciales de 

tratamiento, tomando cinco mediciones a intervalos de 72 horas cada uno. 



 

 

 

 

Capítulo 1. ESTADO DEL ARTE 

1.1 Cultivo de Rosa spp en Colombia 

En el año de 1973 se consolidó la Asociación Colombiana de Exportadores de Flores, 

Asocolflores. Esta organización representa al sector floricultor frente al Gobierno Nacional y las 

organizaciones gubernamentales e internacionales. Dentro de las diversas funciones de las que se 

encarga esta entidad, se encuentran las de gestionar, asistir y vigilar los diferentes procesos de 

producción y exportación. Su objetivo principal ha sido convertir a la industria florícola 

colombiana en un ejemplo de competitividad y calidad con altos estándares, capaces de enfrentar 

las duras exigencias del mercado internacional. Para ello, Asocolflores creó en 1996 la 

certificación Florverde®, la cual busca promover las buenas prácticas agrícolas y la 

responsabilidad social de las empresas productoras de flor (Asocolflores, 2012). 

De manera periódica, Asocolflores divulga a través de boletines informativos las estadísticas de 

producción, sostenibilidad y crecimiento de las empresas asociadas. Para el año 2015 se 

presentaron los valores de exportación de los principales productos florícolas comercializados y 

los consumidores más grandes entre 2011 y 2013. Dentro de los países con mayor demanda de 

flores aparece Estados Unidos (14,7%) y Alemania (14,6%), seguido del Reino Unido (12,8%), 

Holanda (10,6%) y Rusia (8,6%), con valores de importación cercanos a los 25 mil millones de 

dólares como se muestra en la Tabla 1.1. 
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Tabla 1.1 Principales importadores de flor fresca cortada 
 

Importadores 

Valor importado en % de cambio 

2012/2013 

% de 

participación 

2013 
2011 2012 2013 

Estados Unidos $1.081.167 $1.167.532 $1.192.830 2.2% 14.7% 

Alemania $1.207.645 $1.115.445 $1.187.004 6.4% 14.6% 

Reino Unido $1.107.965 $954.084 $1.036.210 8.6% 12.8% 

Holanda $802.232 $820.050 $862.303 5.2% 10.6% 

Rusia $701.119 $746.768 $701.979 -6.0% 8.6% 

Otros países $3.984.364 $3.049.551 $3.139.009 2.9% 38.7% 

Total $8.884.492 $7.853.430 $8.119.335 3.4% 
Nota. Valores en dólares. Fuente: Asocolflores. (2015a). Boletín estadístico. 

 

La Rosa spp, principal producto florícola del país, es una planta leñosa perenne perteneciente al 

género Rosa y la familia Rosaceae (International, 2007). Este género agrupa más de cien 

especies las cuales pueden ser arbustos erectos o enredaderas con espinas afiladas dispuestas en 

su tallo. Las flores pueden variar de tamaño y forma, con variados colores como blanco, amarillo 

o rojo. La mayoría de especies son asiáticas, otras son nativas de Europa, América del Norte y el 

noroeste de África. Su importancia comercial es fundamentalmente cultural, gracias a su belleza 

y fragancia es usada con fines ornamentales y cosméticos (Goody, 1993). 

Morfológicamente la Rosa spp presenta sus hojas dispuestas en el tallo de manera alternada. 

Estas miden generalmente entre 5 a 15 cm de longitud, son pinnadas con folios (3-) 5-9 (-13) y 

estípulas basales; los foliolos tienen generalmente el margen serrado y con presencia de pinchos 

pequeños en la parte inferior del vástago. Por su parte las flores poseen generalmente cinco 

pétalos, cada pétalo está dividido en dos lóbulos distintos que pueden presentar variados colores. 

Debajo de los pétalos hay cinco sépalos los cuales son visibles cuando se observa la flor desde 

arriba (Mabberley, 1997). A las protuberancias afiladas que se encuentran a lo largo del tallo se 

les llama habitualmente espinas, sin embargo estas en realidad son excrecencias de la epidermis 



C a p í t u l o  1                                                                                                                                                          19 
 

(pinchos) que funcionan como ganchos para permitir a la Rosa spp colgarse de otras plantas y 

crecer sobre ellas (The Editors of Encyclopædia Britannica, 2009). 

En Colombia la Rosa spp es el tipo de flor con mayor producción y cantidad de exportación, lo 

que la convierte en la imagen principal de esta industria frente al mundo (Asocolflores & Lenis, 

2014). Con un 27% de participación sobre el total de flor exportada por las empresas 

colombianas de floricultura, la Rosa spp se presenta como el producto más apetecido por los 

mercados internacionales. Como se puede observar en la Tabla 1.2, los valores de exportación 

alcanzados por este producto para el año 2013 y 2014 llegaron a los 736,78 millones de dólares 

(Asocolflores, 2015a). Una cifra equivalente a la suma de lo reportado para la venta de clavel y 

crisantemo en este mismo periodo. 

Tabla 1.2 Exportaciones de Colombia por especie 
Especie Valor exportado 

2011 

Valor exportado 

2014 

% variación 

2014/2013 

% participación 

en 2014 

Rosa spp $365.188.720 $371.574.160 1,7% 27% 

Clavel (Dianthus. 

Caryophyllus) 

$229.994.653 $226.115.353 -1,7% 16% 

Crisantemo 

(Chrysanthemum 

spp) 

$147.419.200 $150.328.795 2,0% 11% 

Astromelia 

(Alstroemería spp) 

$73.519.896 $76.770.331 4,4% 6% 

Otras especies $518.474.133 $549.457.114 6,0% 40% 

Total $1.334.596.602 $1.374.245.753 3,0% 100% 
Nota. Valores en dólares. Fuente: Asocolflores. (2015a). Boletín estadístico. 

 

Cerca del 25% del total de flor exportada a los Estados Unidos es Rosa spp, país al cual se 

enviaron aproximadamente 67.707 toneladas entre los años 2013 y 2014 (Asocolflores, 2015a). 

Así mismo, como se muestra en la Tabla 1.3, cerca del 69% de las 320.146 toneladas de Rosa 

spp exportada en el mismo periodo fueron consumidas por el país norteamericano, mostrando así 

el nivel de demanda anual que debe ser satisfecho por las empresas floricultoras colombianas. 
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Tabla 1.3 Exportaciones de Colombia, especie; Rosa spp 
 

País 

2013 2014 % variación 

2014/2013 

valor 

%participación 

en 2014 

Valor 
Valor Ton Valor Ton 

Estados Unidos $250.563.909 32.706 $255.465.493 35.001 2,0% 69% 

Rusia $51.330.149 7.890 $45.446.904 7.371 -11,5% 12% 

Canadá $9.509.135 1.413 $10.767.431 1.665 13,2% 3% 

Reino Unido $8.738.216 1.190 $10.007.702 1.312 15,3% 3% 

Holanda $8.168.440 1.272 $8.106.232 1.223 -0,8% 2% 

España $7.762.855 1.451 $7.599.593 1.467 -2,1% 2% 

Brasil $3.777.613 702 $4.083.352 836 8,1% 1% 

Australia $3.720.517 509 $3.741.718 545 0,6% 1% 

Otros países $21.617.885 3.408 $26.285.735 4.396 21,6% 7% 

Total $365.188.720 50.540 $371.574.160 53.816 1,7% 100% 
Nota. Valores en dólares. Fuente: Asocolflores. (2015a). Boletín estadístico. 

 

La producción de flor colombiana se concentra principalmente en Cundinamarca (73,2%), siendo 

la zona preferencial la Sabana de Bogotá. En este sector geográfico se encuentran varias de las 

empresas con mayor producción y reconocimiento, como es el caso de The Elite Flower S.A.S. y 

CI FLORES IPANEMA LTDA, empresas ubicadas en el municipio de Facatativá (Reyes et al., 

2015). Los procesos de producción de Rosa spp implementados por las fincas productoras se 

basan en estándares y técnicas establecidas en la guía Ambiental para la floricultura. 

El sistema de cultivo de Rosa spp de corte se hace en suelo, con arreglos de siembra a un surco, 

dos surcos y en tresbolillo. Para facilitar el movimiento del agua, las camas presentan desniveles 

que permiten la hidratación de todos los puntos de la siembra. Los productores diseñan 

cuidadosamente sus cultivos, la disposición y orientación de las camas resulta fundamental ya 

que ello puede ser determinante a la hora de evitar inundaciones durante las etapas de riego y 
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mantenimiento. Para la instalación del equipo de riego se manejan los factores desnivel de cama 

y percolación, esto con el fin de garantizar un buen drenaje a través del sustrato o suelo 

(Sanabria, 2005). 

A grandes rasgos la producción de Rosa spp comprende cuatro pasos: Propagación - plantas 

madres, propagación bancos de enraizamiento, producción y postcosecha. En las dos primeras 

etapas se producen los esquejes y se hace el enraizamiento de los mismos. Durante la producción 

se desarrolla toda la logística del cultivo, como lo es la preparación del suelo, la siembra, el 

riego, el control de plagas, el mantenimiento constante de los invernaderos, entre otros. 

Finalmente, durante la postcosecha se hace la selección de flores según los estándares 

requeridos, la hechura de los ramos, el empaque y el almacenamiento en los cuartos fríos. 

Culminado este proceso se inicia la cadena de exportación y entrega final del producto al cliente 

(Asocolflores, 2002). 

1.2  Desechos agroindustriales 

La alta demanda de alimentos y productos naturales junto con la baja disponibilidad de materias 

primas son tema de preocupación a nivel mundial (Laufenberg, Kunz, & Nystroem, 2003).  A 

pesar de que en el planeta se producen alrededor de 200 billones de toneladas por año de materia 

orgánica, producto de la actividad fotosintética de organismos autótrofos (Y. H. P. Zhang, 2008), 

la mayor parte de esta materia orgánica no es comestible para animales o seres humanos y suele 

ser un recurso desaprovechado. Como respuesta a esta problemática se han desarrollado diversas 

campañas que buscan que tanto los individuos como las organizaciones hagan una adecuada 

gestión de sus residuos y propendan por reutilizarlos o reciclarlos.  
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Al ser la agroindustria uno de los sectores con mayor producción de residuos orgánicos, se ve 

enfrentada a múltiples problemas de manejo y disposición de desechos, que ante la ausencia de 

tecnologías rentables terminan convirtiéndose en fuente de contaminación ambiental (Boucqué & 

Fiems, 1998; Koopmans & Koppejan, 1997; R. Lal, 2008).  

Se calcula que unos 4 billones de toneladas de residuos agroindustriales se producen por año, 

siendo tres cuartos de estos provenientes de los cereales (R. Lal, 2008). A pesar de esta alta 

producción de materia residual, muchos desechos como los del maíz, arroz, algodón, caña de 

azúcar, café y palma, por mencionar algunos, pueden ser recuperados y revalorizados haciendo 

uso de ellos en procesos químicos o biológicos para fabricación de productos comercializables 

(A. Pandey, Soccol, & Nigam, 2000a; Webb, Koutinas, & Wang, 2004). La naturaleza 

lignocelulósica de estos materiales les otorga un alto valor biotecnológico, siendo usados para la 

producción de biocombustibles, comida animal con enriquecimiento microbiano, compost, 

biofertilizantes, biopesticidas, sustratos para cultivo de hongos y biopulpado entre otros 

(Howard, Abotsi, & Jansen van Rensburg, 2003; Krishna, 2005; Manpreet, Sawraj, & Sachin, 

2005; A. Pandey et al., 2000a; Pandey A., Soccol, & Nigam, 2000b; Zervakis, Papadopoulou, & 

Ehaliotis, 2005). 

La alta producción de residuos agroindustriales se debe, en gran medida, a la necesidad de 

obtener productos refinados o sustancias que en la naturaleza están presentes en baja proporción. 

Un ejemplo de ello son las plantaciones de palma y de coco, donde se desecha cerca del 95% de 

la biomasa generada; para el caso de la caña de azúcar se alcanza un desperdicio del 83% 

(Chang, 1998); situación similar para la industria cervecera y la de aceite de palma, las cuales 

usan entre el 8% y 9% de biomasa producida (C. J. López, Valencia, & Chang, 2004). 
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Debido a que los residuos agroindustriales son acumulados en campos y zonas de 

almacenamiento, la disponibilidad y manejo de los mismos tiende a ser un asunto regional o 

local. Es por esta razón que las tecnologías para el aprovechamiento de los mismos deben ser 

diseñadas en función a los procesos de producción, tipo de cultivo, condiciones ambientales, 

contexto cultural, tecnológico, político, social y económico de la región o localidad productora.  

Los desechos agroindustriales pueden ser divididos en dos grupos: los generados en el campo y 

los generados en los procesos industriales de transformación y refinamiento (Mande, 2005). Los 

primeros son material vegetal dejado atrás luego de la recolección del producto principal, estos 

pueden tener diferente forma, tamaño, consistencia y color. Estos residuos son producidos desde 

varias fuentes tales como cultivos de frutas, semillas, vegetales comestibles, maderas, granos, 

cultivos energéticos y hasta heces del ganado. Por otro lado, los desechos producidos durante los 

procesos industriales provienen de etapas como la trilla, el tamizado, la trituración, la selección, 

la limpieza o el proceso de extracción. Obteniéndose los residuos en forma de cáscara, polvo, 

tallos, aserrín etc. Estos residuos se producen debido a la necesidad de eliminar de forma 

selectiva las cortezas, semillas, pulpas, espinas, hojas y otra gran variedad de subproductos que 

no hacen parte del alimento o material comercializable. Un ejemplo de ello es la industria 

maderera, en donde aproximadamente un 50% del volumen del material inicial se convierte en 

residuo de madera; aserrín (Alderman, 1998). 

En general, los residuos agroindustriales sólidos son materiales insolubles en agua y a pesar de 

que son tan heterogéneos, tienen una importante característica en común, su estructura 

macromolecular básica está compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina (Thomsen, 2005). 
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1.2.1 Composición de los desechos agroindustriales  

Los residuos agroindustriales son fundamentalmente material vegetal o biomasa, producto de la 

actividad fotosintética de los organismos autótrofos del planeta. Estos organismos son en su gran 

mayoría plantas, las cuales conservan un conjunto de características bien conservadas como son 

gran parte de su estructura y composición orgánica. Como se muestra en la Tabla 1.4, las paredes 

celulares de las plantas poseen tres componentes principales: celulosa, hemicelulosa y lignina. La 

unión de estas moléculas se da gracias a la presencia de enlaces de hidrógeno, siendo la unión 

entre lignina y hemicelulosa más fuerte gracias a la presencia de otros enlaces químicos 

adicionales; estas uniones químicas se dan entre los residuos de galactosa y arabinosa presentes 

sobre sus cadenas laterales (H. Z. Chen, 2006; Yang, 2006). 

Tabla 1.4 Estructura y composición química de la celulosa, hemicelulosa y lignina en las 

paredes celulares de plantas 
 Lignina Hemicelulosa Celulosa 

Subunidades Guaiacilpropano (G) 

Siringilpropano (S) 

Hidroxifenilpropano (H) 

 

D-xilosa, manosa, 

 L-arabinosa, 

galactosa, ácido 

glucorónico. 

 

Unidades de D-pirano 

glucosa 

Enlaces entre las 

unidades 

Varios enlaces éter y 

enlace carbono-carbono  

principalmente el enlace 

β-O-4 éter 

 

Enlace β-1,4- 

glucosídico en 

cadenas principales; 

enlaces β-1.2- , β-1.3, β-

1.6 - Glucosídico en las 

cadenas laterales 

 

Enlace β-1,4- 

glucosídico 

 

Polimerización 4,000 Menos de 200 Varios cientos a miles 

de 

Decenas 

 

Polímeros G lignina, GS lignina, GSH 

lignina. 

Polixilosa, 

galactoglucomanano 

(Gal-Glu-Man), 

glucomanano (Glu-Man) 

 

β-glucáno 

Composición Amorfo, no homogénea, no 

lineal, polímero 

tridimensional 

Tridimensional, no 

homogénea, molecular 

con una pequeña 

Tridimensional, 

lineal, molecular 

compuesto de una 
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 región cristalina. región cristalina 

y una región amorfa. 

 

Enlaces entre los 

componentes 

Contiene enlace químico 

con hemicelulosa 

Contiene enlace químico 

con lignina 

Sin enlaces químicos 

con hemicelusosa y 

lignina.  
Nota. Fuente: Chen, H. (2014). Chemical Composition and Structure of Natural Lignocellulose. In Biotechnology of 

Lignocellulose: Theory and Practice (pp. 25–71) 

 

Dependiendo del tiempo de formación y la composición química, la pared celular puede estar 

dividida en una pared primaria y otra secundaria. La formación de la pared celular ocurre luego 

de la división celular, requisito fundamental para la posterior formación de la lámina de unión 

intercelular. Una vez diferenciadas las células, se forma la segunda pared celular, la cual está 

presente dentro de la primera pared y el exterior del protoplasto. La diferenciación celular 

permite que la célula se adapte gradualmente a su función específica.  La lámina intercelular o 

lamela media, está compuesta por sustancias pecticas, las cuales son coloides amorfos hidrófobos 

con alta plasticidad. El proceso de lignificación se da primero en la lamela media, luego en la 

pared celular primaria y finalmente en la secundaria (Li & Wu, 1993). 

La proporción en la composición de las paredes celulares en términos de celulosa, hemicelulosa 

y lignina, es de 4:3:3. Esta proporción cambia a razón del tipo de material vegetal el cual puede 

ser madera dura, madera blanda o hierba. Adicionalmente a estas tres macromoléculas, se pueden 

encontrar pequeñas cantidades de pectina, componentes de nitrógeno y, aunque en muy pocas 

cantidades, ceniza. En términos de composición química elemental, se encuentra 

aproximadamente un 50% de carbono, 44% de oxígeno, 6% de hidrógeno y de un 0,05-0,4% de 

nitrógeno (Mills & Jones, 1996). 
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1.2.1.1 Celulosa 

La celulosa es un homopolímero lineal de glucosa el cual contiene enlaces  β-1,4-O-glucosídico, 

presentando como unidad estructural la celobiosa, un dímero de glucosa (Y. Z. Zhang, Liu, & 

Gao, 1997). Es el recurso renovable más abundante en la tierra, siendo el metabolismo de la 

misma, una parte esencial del ciclo del carbono en la biósfera (Baldrian & Valaskova, 2008). En 

la naturaleza el algodón es la fibra con mayor cantidad de celulosa pura, su contenido puede 

llegar a un 95 o 97% y su cristalinidad cercana al 70%. Una fibra está compuesta por 

microfibrillas entrelazadas, lo que la hace más fuerte que un alambre de acero del mismo espesor 

(J. Q. Zhang, Lin, Sun, Mitchell, & Liu, 2008). Estas microfibrillas se enlazan dentro de una red 

dando forma al marco básico de la pared celular, su diámetro puede ser de 10 a 25 nm. Las 

microfibras son formadas por fibrillas elementales dispuestas en paralelo. El diámetro de la 

fibrilla puede ser de aproximadamente 2 a 4 nm (Y. Z. Zhang et al., 1997). Las microfibrillas 

pueden estar dispuestas de manera ordenada, por lo que la celulosa tiene propiedades de cristal. 

Esta disposición regular de las moléculas recibe el nombre de micela (Baldrian & Valaskova, 

2008). 

Cada anillo glucosilo de celulosa posee tres hidroxilos activos: un grupo hidroxilo primario y dos 

grupos hidroxilo secundarios. Por esta razón la celulosa puede presentar reacciones químicas 

relacionadas con esos hidroxilos. No obstante, estos grupos hidroxilo también pueden formar 

enlaces de hidrógeno entre moléculas, lo que tiene una gran importancia en la morfología y 

reactividad de las cadenas de celulosa. Estos enlaces de hidrógeno no sólo mantienen la 

integridad lineal de la molécula sino que también hacen que la región cristalina este fuertemente 

ordenada (Gao & Tang, 1996).  
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El uso o aprovechamiento de esta sustancia se basa en sus propiedades químicas y físicas. 

Industrialmente la celulosa es usada en la fabricación de telas, papel, medicamentos, explosivos, 

bebidas energizantes, celofán entre otras (Klemm, Schmauder, & Heinze, 2005). Las propiedades 

químicas de la celulosa son definidas gracias a la reactividad del hidroxilo primario y secundario 

del anillo celulósico. Las reacciones reversibles ocurren principalmente en el hidroxilo del 

carbono 6 y las irreversibles se dan siempre en el grupo hidroxilo del carbono 2 (Gao & Tang, 

1996). Por ejemplo, la degradación de la celulosa puede ser usada para producir productos 

derivados de esta sustancia. Degradación ácida, degradación microbiana y la degradación 

alcalina son las principales formas de romper las uniones glucosídicas entre dos moléculas de 

glucosa adyacentes (Zhan, 2005). Las reacciones de esterificación y eterificación pueden 

cambiar considerablemente las propiedades de la celulosa, permitiendo la obtención de 

sustancias como el éster sulfónico, acetato de celulosa, nitrato de celulosa y éter celulosa 

(carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etil celulosa) (Granström, 2009). 

Se ha reportado la obtención de celulosa a partir de diferentes tipos de residuos agroindustriales, 

obteniéndose rendimientos superiores al 80% de producción de pulpa. Los residuos con mayor 

potencial han sido los provenientes de los cultivos de palma de aceite (Elais guineensis) (70%), 

pulpa de  bambú (86%), corteza de bambú de la palma de raphia (Raphia hookeri) (84,6%), tallo 

y mazorca de la planta de maíz (Zea mays) (80%) y aserrín de árbol de algodón (81,7%) (Israel, 

Obot, Umoren, Mkpenie, & Asuquo, 2008). Una vez obtenida la pulpa proveniente de los 

diferentes residuos, está es procesada dependiendo del producto a fabricar, lo cual genera 

rendimientos particulares para cada proceso.  
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A partir de estos antecedentes es posible pensar en el aprovechamiento de cualquier desecho 

agroindustrial, como es el caso de los residuos de Rosa spp en Colombia, los cuales alcanzan 

aproximadamente las 9.591 toneladas al mes (Asocolflores, 2010)  

1.2.1.2  Hemicelulosa 

La hemicelulosa es otro de los principales componentes de las células vegetales. En un principio 

se creía que los polisacáridos que eran fácilmente separables de la planta correspondían a 

productos semiacabados de la celulosa o a precursores de la misma, por ello estos recibieron el 

nombre de hemicelulosa (P. Zhang, Hu, & Shi, 2006). Posteriormente se definió a la 

hemicelulosa como un derivado de polisacáridos de plantas y se enunció el contenido de la 

cadena básica, D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, o D-galactosa y otros glucósidos como cadenas 

ramificadas vinculados a esta cadena básica (Yang, 2006). Actualmente se sabe que las 

hemicelulosas son insolubles en agua pero solubles en medio alcalino. También es conocido que 

está sustancia está compuesta de varios monosacáridos como pentosas (xilosa y arabinosa), 

hexosas (galactosa, glucosa, manosa) y azúcares ácidos. Sumado a esto, existe una clasificación 

según su cadena principal en xilanos (Xyl), xiloglucanos (XyG), mananos y glucomananos; estos 

son ramificados con una cadena principal de glucosa, xilosa y/o manosa con enlaces β-(1→ 4) 

entre sí, todos en posición ecuatorial en el C1 y C4 (Scheller & Ulvskov, 2010). 

A pesar de que la función principal de la hemicelulosa en la pared celular es, al asociarse con la 

lignina, aumentar la resistencia a la degradación enzimática y la insolubilidad de sus 

componentes, también se han reportado otros roles importantes para la célula vegetal. Puede 

funcionar como un polisacárido de reserva junto al almidón y también parece estar relacionado 

con la morfogénesis plantar de las dicotiledóneas en su porción como xiloglucano. 
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Adicionalmente, la importancia de la hemicelulosa es vital para el correcto desarrollo y 

regulación del crecimiento de las células vegetales (Scheller & Ulvskov, 2010). 

La estructura y el contenido total de hemicelulosa varía entre los tipos de especies, dentro de la 

misma especie e incluso según el tejido anatómico y fisiológico del organismo vegetal. En el 

caso particular de los residuos agroindustriales se estima que pueden contener entre 40-50% de 

hemicelulosa (Chanliaud, Saulnier, & Thibault, 1995; Claye, Idouraine, & Weber, 1993; 

Saulnier, Vigouroux, & Thibault, 1995). Su aprovechamiento o uso industrial se centra en la 

producción de bioetanol, xilitol, ácido láctico y otros productos con valor agregado derivados de 

la fermentación microbiana de pentosas (Menon, Rao, & Prakash, 2010). 

1.2.1.3 Lignina 

Después de la celulosa, la lignina es el segundo biopolímero renovable más abundante. La 

lignina representa del 26 al 29% de la matriz lignocelulósica, está fuertemente unida a la 

hemicelulosa y la celulosa, dando rigidez y protección frente a la acción de las hidrolasas 

secretadas por algunos organismos (Raimbault, 1998).  Botánicamente, la lignina recubre 

conjuntos de células tales como células del esclerénquima y traqueidas. Desde el punto de vista 

químico, los derivados fenilpropanoides son las unidades básicas de la lignina; se combinan en 

sustancias de alto peso molecular por enlaces éter o enlaces carbono-carbono. Lignina es el 

nombre con el que se denomina a un grupo de sustancias y es un componente químico exclusivo 

de gimnospermas y angiospermas; su composición varía dependiendo de la especie, la magnitud 

del período de crecimiento y las diferentes partes de la planta. Incluso en las diferentes 

morfologías de células del mismo xilema o en las diferentes capas de la pared celular, la 

estructura de la lignina no es la misma (Jiang, 2001). 
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Debido a que casi todos los procesos de deslignificación incluyen ruptura de enlaces covalentes, 

con diferentes métodos y condiciones de separación, es posible comprender que la estructura de 

la lignina sea variable. Por lo tanto, se utiliza generalmente un modelo estructural tridimensional 

para representar su estructura. Este modelo sólo describe una estructura hipotética que se infiere 

de los resultados promedio. Se ha observado que las muestras de lignina obtenidas de diferentes 

partes de la planta o que hayan sido aisladas por diferentes métodos, presentan variaciones en los 

tipos de enlaces y composición de los grupos funcionales, lo que resulta en una estructura 

compleja de definir (Tao & Guan, 2003).  

 

Sin embargo, se sabe que los monolignoles (alcoholes p-hidroxicinamílicos), alcohol sinapílico 

(S), alcohol coniferílico (C) y alcohol p-cumarílico (p-C), cuyas estructuras se muestran en la 

Figura 1.1,  son los precursores primarios y las unidades constitutivas de todas las ligninas 

(Schmidt, 2006). 

 

Figura 1.1 Componentes básicos de la lignina. Fuente: Chen, H. (2014). Chemical Composition 

and Structure of Natural Lignocellulose. In Biotechnology of Lignocellulose: Theory and 

Practice (pp. 25–71) 
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A nivel celular, la concentración de lignina en la capa del complejo de la lamela media (CLM) es 

superior al 50%, mientras que esta llega al 20% en la segunda capa (Capa S). Sin embargo, 

debido a que la Capa S tiene un mayor espesor que la primera, la mayor cantidad de lignina sigue 

estando acumulada allí. La densidad de la lignina presente en las esquinas de las capas de la 

lámina media (ECLM) puede llegar a ser un 70% mayor que la presente en la capa CLM (Lv, 

Xue, Cao, & Zhang, 2010). A su vez, la densidad de la lignina presente en la ECLM es cuatro 

veces mayor a la presente en la capa S, lo cual confirma que esa zona también tiene una alta 

cantidad de lignina. Debido a que las unidades estructurales de lignina difieren de acuerdo con la 

especie seleccionada y las secciones estudiadas, determinar su distribución en el material es 

bastante difícil. Para ello existen algunos métodos como la espectroscopia ultravioleta (UV), 

microscopia de interferencia (MI), microscopia confocal láser de barrido (MCLB) y la 

espectroscopia de rayos X de energía dispersiva (EM-EDXA), siendo su combinación la manera 

más apropiada para identificar los patrones de distribución de la lignina (Lv et al., 2010). 

Con el fin de acceder a la celulosa, sustancia de alto interés para la industria y la investigación, 

se requiere primero hacer una remoción efectiva de la lignina. Para ello existen múltiples pre-

tratamientos que pueden ser físicos, químicos o fisicoquímicos. Dentro de ellos se encuentran la 

utilización de ácidos concentrados o diluidos, SO2, álcalis, peróxido de hidrógeno, oxidación 

húmeda, explosión con vapor, explosión de fibras por amoníaco, explosión con CO2, agua 

líquida caliente y tratamientos con solventes orgánicos (Saha & Hayashi, 2004). A pesar de su 

efectividad estos métodos sugieren una alta inversión de energía, además de la producción de 

compuestos residuales que llegan a convertirse en un problema ambiental, (Gupta, Mehta, Khasa, 

& Kuhad, 2011)(Gupta et al., 2011). Como alternativa a estos inconvenientes, existen los 

pretratamientos biológicos los cuales se basan en la utilización de enzimas para degradar los 
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complejos lignocelulósicos. Los organismos encargados de producir estas enzimas son los 

hongos basidiomicetos, siendo los más notables los hongos de la podredumbre blanca (HPB) 

(Gupta et al., 2011). 

1.2.2 Residuos agroindustriales de Rosa spp 

La Rosa spp es una planta vascular perteneciente a la división Magnoliophyta, familia Rosaceae 

y género Rosa; su composición, en términos de biopolímeros, es similar a la de todos los 

residuos agroindustriales. Quevedo (2011), reportó la composición de residuos de Rosa spp 

obtenidos de cultivos en la sábana de Bogotá. Como se observa en la Tabla 1.5, el porcentaje en 

base seca de celulosa es de 42,9%, de hemicelulosa 5,7% y de lignina 14,8%. En Colombia se ha 

reportado la composición de otros desechos agroindustriales provenientes de los monocultivos 

más grandes del país. Son los casos de la cáscara de banano: celulosa 23,0%, hemicelulosa 

23,0%, y lignina 29.9% (López, Cuarán, Arenas, & Flórez, 2014); el bagazo de caña panelera: 

celulosa 35,7%,  hemicelulosa 20,7%, y  lignina 17,0% (Aguilar, 2011); el bagazo de caña 

azucarera: celulosa 23,0%,  hemicelulosa 11,0%, y  lignina 13,5 % (Quintero, 2009); y la palma 

de aceite: celulosa 30,6%,  hemicelulosa 26,0%, y  lignina 30,1% (Rojas, Pérez, Piñeros, & 

Velásquez, 2011). Comparativamente, los desechos de Rosa spp son más ricos en celulosa, lo 

que los hace un material interesante para su aprovechamiento. 

Tabla 1.5 Composición de los residuos de Rosa spp 
Componente Rosa  spp 

Nitrógeno total (%) 1.64 

Fosforo total (%) 0.18 

Calcio (%) 0.78 

Potasio (%) 0.88 

Mg (%) 

Cu (mg/kg) 

0.19 

8.99 

Fe (mg/kg) 

Mn (mg/kg) 

256 

86.3 
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Zn (mg/kg) 82.3 

B (mg/kg) 66.2 

Lignina (%) B.S. 14.8 

Fibra en detergente neutro (%) B.S. 68.5 

Fibra en detergente ácido  (%) B.S. 62.8 

Celulosa (%) B.S. 42.9 

Hemicelulosa (%) B.S. 5.7 

Materia Seca (%) B.S. 89.5 

Humedad (%) 10.5 

Carbono (%) 42.42 
                   Nota. B.S; base Seca. Fuente: 

         Quevedo, B. (2011). Evaluación de la degradación de residuos de floricultura para la obtención 

de azúcares con el uso de tres hongos lignocelulolíticos. Universidad Nacional de Colombia 

 

El porcentaje de nitrógeno y carbono es de 1,64% y 42,42% respectivamente. Este bajo nivel de 

nitrógeno sugiere ser un factor positivo de cara  al proceso de descomposición de lignina (Dix & 

Webster, 1995; K. Eriksson, Blanchette, & Ander, 1990).  De la misma manera, la baja cantidad 

de nitrógeno resulta ser una limitante para la biodegradación de la celulosa (Dix & Webster, 

1995). Estas características asociadas a este tipo de residuo pueden favorecer procesos de 

pretratamiento como el biopulpado con hongos ligninolíticos selectivos, los cuales degradan la 

lignina dejando de lado la biodegradación de la celulosa.  

1.3 Hongos degradadores de lignina 

La lignina constituye la principal línea de defensa de las plantas ya que la protege de los ataques 

microbianos, incluyendo hongos y bacterias (Saha & Hayashi, 2004). Dada su naturaleza 

recalcitrante, esta pasa a ser la principal barrera en los tratamientos de los residuos 

agroindustriales ya que impide la degradación de los mismos y el acceso a la celulosa y 

hemicelulosa. Dentro de los organismos capaces de descomponer el material lignocelulósico se 

encuentran principalmente los hongos basidiomicetos y algunos ascomicetos (Blanchette, 1995). 
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Estos organismos, también llamados hongos de la pudrición, pueden ser clasificados en dos 

grupos, los hongos de la pudrición blanca (HPB) y los hongos de la pudrición marrón (HPM). 

A pesar de que en su gran mayoría los HPB son basidiomicetos, existen también algunos 

ascomicetos que son capaces de causar descomposición de la madera (Blanchette, 1995).  Los 

HPB son comúnmente encontrados en angiospermas, descomponiendo preferiblemente las 

unidades siringil (S) de lignina sobre las unidades guayacil (G), estas últimas más resistentes a la 

degradación (Hatakka & Hammel, 2010). Las principales enzimas usadas por estos organismos 

para degradar la lignina son lacasa (EC 1.10.3.3) y peroxidasas.  Las peroxidasas incluyen 

lignina peroxidasa (LiPs, EC1.11.1.14), manganeso peroxidasa (MnPs, EC 1.11.1.13) y versátil 

peroxidasa (VPs, EC 1.11.1.16) (T.K. Kirk & Cullen, 1998).  

Por otro lado, los hongos de la pudrición marrón (HPM) son también basidiomicetos que generan 

un tipo de descomposición que a simple vista toma una coloración café. Solo un pequeño 

porcentaje de los basidiomicetos (7%) se encuentra clasificado en este grupo, siendo encontrados 

principalmente en gimnospermas. Su principal importancia radica en su papel reciclador en los 

bosques de coníferas y en el hecho de que son descomponedores de las estructuras madereras 

construidas por el hombre (Hatakka & Hammel, 2010). No descomponen del todo la lignina, esta 

permanece conservada de una manera modificada. Sin embargo, la celulosa y la hemicelulosa si 

es degradada para servir como alimento dejando muchas veces trazas de lignina modificada que 

al contacto se desintegra fácilmente. Lo único que se conoce sobre sus enzimas ligninolíticas es 

que no posee peroxidasas que sean análogas a las producidas por los hongos de la pudrición 

blanca (Hatakka & Hammel, 2010). 
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Quevedo. B. (2011) reportó el uso de hongos de la podredumbre blanca (HPB) en el tratamiento 

de residuos provenientes de la actividad floricultora. Los HPB que se estudiaron fueron el 

Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y Phanerochaete chrysosporium los cuales fueron 

estudiados en mono y en co-cultivo sobre residuos de Rosa sp y crisantemo (Chrysanthemum, 

Dendranthema grandiflora), obteniéndose como resultado una mayor actividad por parte de 

Pleurotus ostreatus sobre los demás, incluyendo los co-cultivos, en al menos un 60%. Estos 

estudios fueron realizados a nivel de matraz con agitación orbital y también a nivel de reactor de 

1.5 L, donde se cambiaron las condiciones de agitación y oxigenación, mostrando en este último 

mejoras en la producción de los azúcares en un 24% presuntamente por los niveles de 

oxigenación; sin embargo, en el caso del reactor no se evaluaron las condiciones óptimas de 

agitación y oxigenación para el proceso. 

 

A pesar de que la fuente principal de alimento de estos hongos es la glucosa, presente en su 

mayoría como celulosa, no todos descomponen esta sustancia necesariamente, de hecho existen 

algunos basidiomicetos selectivos capaces de degradar la lignina dejando casi intacta la celulosa 

(Effland & Leatham, 1987). 

1.3.1 Hongos de la pudrición blanca (HPB) selectivos 

Dentro de los hongos causantes de la pudrición blanca, se conocen algunas especies con la 

capacidad de degradar selectivamente la lignina, dejando de lado la biodegradación de la 

celulosa. Estos hongos son de bastante interés para la industria de la celulosa y el papel. En 

periodos cortos de bio-pretratamiento (15 a 30 días), una madera biotratada ya presenta un 

reblandecimiento característico que permite mayor facilidad de desfibramiento mecánico, o en el 
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caso del pulpado químico, mayor facilidad de penetración de los reactivos, así como una mayor 

suceptibilidad de la lignina parcialmente degradada para ser solubilizada por los licores del 

pulpado. Este pretratamiento biológico permite una reducción del 40% de consumo de energía 

para el desfibramiento y refinación mecánica posterior, o, en el caso del pulpado químico, 

disminución del tiempo, la temperatura de reacción e incluso la carga de reactivos químicos 

utilizados. Este proceso mejora las condiciones de producción de pulpas celulósicas y 

proporciona una obtención de pulpas con mejor resistencia mecánica (Akhtar et al., 1998; Ferraz, 

Guerra, Souza-Cruz, & Mendonca, 2002). 

La capacidad selectiva es estimada con base en el análisis químico de contenido de lignina y 

azúcares liberados por la hidrólisis ácida de madera biotratada (Akhtar, Blanchette, & Kirk, 

1997). Basados en esta característica varias especies han sido seleccionadas por diferentes 

investigadores, algunas de ellas son: Ceriporiopsis subvermispora (Pil.) Gilbn. & Ryv., 

Phanerochaete chrysosporium, Phlebia brevispora, Phlebia tremellosa, Phlebia subserialis, 

Perenniporia medullapanis, Dichomitus squalens, Phellinus pini, Phlebia radiata, Hyphodontia 

setulosa y Physisporinus rivulosus. Dentro de las especies estudiadas C. subvermispora fue 

considerada como una de las más apropiadas para ser utilizada en el proceso de biopulpado, 

gracias a que degrada lignina selectivamente, reduce el consumo de energía eléctrica y mejora la 

resistencia del papel obtenido (Akhtar et al., 1997, 1998). 

Estos basidiomicetos representan un alto potencial biotecnológico para la industria, sin embargo, 

el número de especies en la naturaleza con estas características es bastante reducido. La 

selección de una de estas especies que se acomode a cada bioproceso particular, puede tomar 

bastante tiempo y trabajo de investigación. A través de las herramientas que se han desarrollado 

desde la taxonomía y la sistemática, es posible determinar grupos de organismos parientes, los 
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cuales pueden presentar habilidades similares y producir metabolitos útiles para su uso en la 

industria y la investigación. Esta búsqueda puede ser iniciada con las especies clasificadas en un 

mismo género, o entre géneros ubicados en una misma familia, puesto que su relación 

filogenética sugiere la posible conservación de estas valiosas características (Burdsall, 1998). 

1.3.1.1 Ceriporiopsis subvermispora y deslignificación 

Ceriporiopsis Dom., es un género poróide perteneciente a la familia Coriolaceae o Polyporaceae 

(Burdsall, 1998). C. subvermispora es una especie rara, encontrada en regiones templadas del sur 

de Canadá, al norte de Estados Unidos y Europa central (Gilbertson & Ryvarden, 1986). Este 

hongo es conocido por su selectividad para degradar lignina (Akhtar, 1994; Ferraz, Guerra, 

Souza-Cruz, & Mendonça, 2002). 

Múltiples estudios avalan los sistemas enzimáticos producidos por esta especie, cultivados en 

medios líquidos o sembrados directamente sobre madera. Actualmente se conoce que las 

enzimas producidas por este organismo comprenden lacasas (EC 1.10.3.2), manganeso 

peroxidasas (E.C. 1.11.1.13) (MnP), xilanasas, mananasas y las enzimas del complejo 

celulolítico endoglucanasas y β-glucosidasasy algunas celubiohidrolasas(Ferraz, Córdova, & 

Machuca, 2003; Ferraz et al., 2008; Guerra, Mendonça, & Ferraz, 2003; Heidorne, Magalhaes, 

Ferraz, & Milagres, 2006; Lobos, Larrain, Salas, Cullen, & Vicuña, 1994; Rüttimann-Johnson, 

Salas, Vicuna, & Kirk, 1993). 

El hongo de la pudrición blanca Ceriporiopsis subvermispora es considerado como un hongo de 

suma importancia en los  procesos de biopulpado ya que no solamente es capaz de degradar 

selectivamente la lignina, sino también posee la propiedad de ser útil para tratar maderas blandas 

y maderas duras (Akhtar et al., 1998). Es en la parte del pretratamiento donde C. subvermispora 
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es utilizado, el hongo abre la estructura de la pared celular lo que conduce a efectos beneficiosos 

como la mejora en las propiedades de resistencia y tiempos más cortos de cocción en el pulpado 

químico (K. E. Eriksson, 1985).  

Los estudios de la actividad biodegradadora de C. subvermispora  indican que en los primeros 

estadios del proceso, este hongo es capaz de atacar los enlaces β-o-4 aril – éter en la lignina, sin 

causar grandes pérdidas en la cantidad de celulosa (Aguiar, Mendonça, Rodríguez, & Ferraz, 

2010; Aguiar, Souza-Cruz, & Ferraz, 2006; Ferraz, Guerra, Souza-Cruz, & Mendonça, 2002). La 

pérdida de glucanos es insignificante para periodos no mayores a 90 días, sin embargo se ha 

observado que la estructura del polímero de alfa-celulosa pierde su integridad después de 30 días 

de biotratamiento sobre P. taeda y E. grandis; aunque C. subvermispora puede producir 

actividad de endoglucanasas este hongo no produce cantidades significativas de 

celobiohidrolasas responsables de la liberación de celobiosa  a partir de estos glucanos (Ferraz, 

Guerra, Souza-Cruz, & Mendonça, 2002).  A pesar de que este hongo tiene una baja actividad en 

la degradación de la celulosa, la actividad degradadora sobre lignina y hemicelulosa si es alta 

(Heidorne et al., 2006). Esto es debido a que durante el proceso de descomposición de la madera, 

produce principalmente Manganeso peroxidasa (E.C. 1.11.1.13), la que a su vez, se cree tiene un 

papel clave en la degradación de la lignina por C. subvermispora  (Aguiar et al., 2010, 2006; Chi, 

Hatakka, & Maijala, 2007; Ferraz et al., 2008). 

A pesar de que la producción de lignino peroxidasa (Lip) es clave, debido a su habilidad de 

atacar estructuras no fenólicas, varios estudios muestran que la lignina puede ser degradada 

eficientemente por C. subvermispora, al mismo nivel que aquellos hongos que si producen Lip 

(Enoki et al., 1999; Rüttimann-Johnson et al., 1993; Rüttimann-Johnson et al., 1993; Sethuraman 

et al., 1998b). La producción de lignino peroxidasa no ha sido detectada en cultivos de este 
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hongo en diferentes medios de cultivo (Lobos et al., 1994). El modelo químico que describe la 

descomposición de lignina por Ceriporiopsis subvermispora, señala que un electrón es retirado 

directamente de las estructuras no fenólicas inducido por una especie activa con un elevado 

potencial de oxidación. Está hipótesis, ha sido establecida gracias al estudio de dos sustancias 

obtenidas a partir de la degradación de un compuesto modelo de lignina. Este ha sido marcado 

previamente con carbono 14 y ha sido ligado a una cadena polimérica de polietilénglicol (PEG). 

Estos estudios proponen que la degradación está relacionada con una peroxidación de lípidos 

iniciada por Mn 
3+

, proveniente de la acción de MnP (Jensen, Bao, Kawai, Srebotnik, & 

Hammel, 1996; Kapich, Jensen, & Hammel, 1999; Ewald Srebotnik, Jensen, Kawai, & Hammel, 

1997). Adicionalmente se ha demostrado que los radicales peroxilo producto de la peroxidación 

del ácido linoleico por MnP de C. subvermispora, pueden actuar en componentes de lignina no 

fenólica, extrayendo un electrón de un carbono alfa y llevando a cabo su degradación (T.K. Kirk 

& Cullen, 1998) (Kapich et al., 1999). 



 

 

Capítulo 2. Problema de investigación 

2.1 Planteamiento del problema 

Los desechos vegetales de Rosa sp, producto de la actividad floricultura, generan un impacto 

ambiental negativo reflejado en malos olores, aparición de plagas, eutrofización de aguas, 

emisiones al aire cuando se queman o dispersión de los componentes químicos de plaguicidas en 

las cadenas tróficas cuando estos desechos son proporcionados como alimento a animales de 

granja. Sumado a esto la descomposición de este material vegetal deja libre compuestos tóxicos 

que luego pasan a cuerpos de agua superficial y subterráneos que con el tiempo constituyen un 

riesgo para el ecosistema y la salud de los pobladores locales (CENSAT, 2007). El tratamiento 

de estos desechos generalmente se hace vía compostaje, sin embargo dicho proceso no representa 

una alternativa del todo rentable ya que los tiempos de transformación son bastante largos y el 

producto lleva consigo un riesgo para su reutilización (Asocolflores, 2002). 

La principal dificultad en el tratamiento de este material lignocelulósico es debida a su naturaleza 

recalcitrante, provista por la presencia de lignina la cual constituye la principal barrera física y 

química del material. Para remover la lignina se conocen principalmente tres métodos, la 

hidrólisis acida, la hidrolisis enzimática y el pretratamiento con hongos lignocelulósicos. 

Comparativamente el pretratamiento con hongos de la pudrición blanca presenta ventajas de tipo 

económico y ambiental con respecto a la hidrolisis ácida y enzimática ya que estos organismos 

son los productores directos de las enzimas dando como resultado un costo menor y un impacto 

ambiental mínimo. 
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En respuesta a esta problemática, el presente trabajo explora por primera vez el tratamiento de 

los residuos de Rosa sp con el hongo Ceriporiopsis subvermispora, el cual gracias a su capacidad 

degradadora selectiva, puede ser una alternativa para el aprovechamiento de dichos residuos. Su 

extendido uso en la industria del papel y el pretratamiento de maderas para la obtención de 

celulosa, perfila a este hongo como una alternativa en la disposición final de estos desechos. Para 

ello, se estudia su crecimiento sobre el sustrato problema y los primeros estadios de 

biotransformación del material, en términos de producción de lacasas y decaimiento en la 

concentración de lignina. 

2.2  Hipótesis 

Dadas las ventajas que tienen los tratamientos biológicos de los residuos agroindustriales con 

hongos de la pudrición blanca y la alta producción de desechos vegetales de Rosa sp en 

Colombia (aproximadamente 115.092 toneladas al año) junto con su relativo alto contenido de 

celulosa (42% en peso seco), hacen de interés científico y tecnológico estudiar el potencial 

deslignificador de C. subvermispora sobre estos residuos. 

Para evaluar los primeros estadios de asimilación de los desechos de Rosa sp por este hongo, es 

de vital importancia conocer su tasa de crecimiento y describir su dinámica inicial de 

degradación. Todo esto con el fin de dar un primer paso para el uso de este organismo como 

instrumento en el biotratamiento de estos desechos y en etapas posteriores usarlo como materia 

prima para la producción de papel. 

De acuerdo al conocimiento existente y los antecedentes de las investigaciones realizadas con el 

hongo de la pudrición blanca Ceriporiopsis subvermispora, es posible plantear la siguiente 
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hipótesis: Los desechos provenientes de los cultivos de Rosa sp pueden ser tratados con el hongo 

C. subvermispora, siendo este capaz de colonizar el sustrato, producir lacasas y degradar lignina 

presente en el material vegetal en un periodo no mayor a 15 días. 

2.3  Objetivos  

2.3.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad ligninolitica del hongo Ceriporiopsis subvermispora sobre residuos de Rosa 

sp. 

2.3.2  Objetivos específicos 

 Determinar la cinética de crecimiento de Ceriporiopsis subvermispora, en términos de 

crecimiento micelial, sobre Rosa Agar y medios de cultivo comerciales. 

 Cuantificar la actividad enzimática de lacasas (EC 1.10.3.2) producidas por Ceriporiopsis 

subvermispora en Rosa Agar. 

 Describir la tasa de decaimiento en la concentración de lignina presente en desechos de 

Rosa sp tratados con el hongo Ceriporiopsis subvermispora. 

2.4  Metodología general 

Con el fin de desarrollar el presente trabajo y cumplir los objetivos propuestos, buscando 

demostrar la hipótesis planteada, se utilizó la metodología que se muestra en la Figura 2.1, cuyas 

etapas se describen a continuación: 
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2.4.1 Selección de cepas de C. subvermispora y condiciones de 

cultivo: sales y efecto del pH 
 

En primer lugar, se buscó activar la cepa FP 90031-sp, usando Fermentación en Estado Líquido 

(FEL) y Fermentación en Estado Solido (FES), con diferentes medios de cultivo, sin embargo, 

no se obtuvo crecimiento de micelio en ningún caso. 

En una segunda etapa se realizó la adaptación y propagación de las cepas FP 105752-sp y L 

14807-sp, sobre varios medios de cultivo, las dos cepas mostraron crecimiento micelial 

únicamente sobre los cultivos en estado sólido o semisólido, por tanto, se tomó la FES como 

técnica experimental para las posteriores mediciones. 

Para conocer el efecto del uso de sales y control del pH sobre el cultivo, se procedió a medir, en 

términos de crecimiento micelial, la influencia de estas variables. Se tomó como referencia la 

formulación reportada por Nieto & Chegwin A, (2010) y Quevedo, (2011). De manera 

simultánea se seleccionó la cepa FP 105752-sp, por mostrar un desarrollo más competitivo en 

términos de tiempo y calidad del micelio sobre Rosa Agar (RA), en relación a la cepa L 14807-

sp. 

2.4.2 Estudio de la cinética de crecimiento micelial de C. 

subvermispora sobre Rosa Agar y medios de cultivo comerciales 
 

Luego de la selección de la cepa Fp 105752-sp y las condiciones de cultivo determinadas en la 

etapa 2.4.1, se realizó el seguimiento de la cinética de crecimiento micelial. El objetivo de estos 

ensayos fue comparar la tasa de crecimiento del hongo sobre el sustrato Rosa Agar (RA) y otros 

medios comerciales: Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA), 

Wort Agar (WA), Papa Dextrosa Agar (PDA), Extracto de Malta Agar (EMA) y Dextrosa 
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Cloranfenicol Agar (DCA). El análisis de las curvas de crecimiento permitió estimar la 

capacidad de C. subvermispora de colonizar la biomasa y establecer su potencial comparado con 

medios optimizados para el cultivo de hongos basidiomicetos. 

2.4.3  Determinación de la actividad enzimática lacasa 

producidas por C. subvermispora  
 

En los primeros estadios de degradación de la biomasa por C. subvermispora, solo es producida 

la enzima lacasa, ésta tiene un papel fundamental en la degradación de lignina durante los 

primeros días de cultivo. Para evaluar la actividad lacasa se hizo uso del sustrato ABTS [ácido 

2,2'–azino–bis–(3–etillbenzotiazolin–6–sulfonico] monitoreando el cambio en la absorbancia. Se 

determinó primero la concentración de ABTS que reacciona en solución y luego la relación 

absorbancia-concentración con el fin de conocer la correspondencia entre la cantidad de ABTS 

presente en el pozo y su valor de absorbancia. 

2.4.4 Cuantificación de la pérdida de lignina en el tiempo 

La cuantificación de la cantidad de lignina presente en los residuos de Rosa sp durante el proceso 

de crecimiento de C. subvermispora se realizó en un periodo de 15 días, tiempo en el cual el 

organismo cubre el diámetro de la caja alcanzando su máximo crecimiento sobre el sustrato. 
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Figura 2.1 Diagrama de flujo de la metodología del proceso de deslignificación de desechos de 

Rosa sp con el hongo Ceriporiopsis subvermispora 

 

 

 

 

 

 

 

 



46                                                 D e s l i g n i f i c a c i ó n  d e  d e s e c h o s  d e  R o s a  s p  c o n   
                                              C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a                                                                                                    
 
 

 

 

 

Capítulo 3. Activación, adaptación y propagación de 

cepas del hongo Ceriporiopsis subvermispora 
 

3.1 Introducción 

El organismo Ceriporiospsis subvermispora es un hongo basidiomiceto caracterizado 

principalmente por su capacidad de descomponer el material lignocelulósico, dejando casi intacta 

la pulpa o celulosa. En la industria del papel, este hongo ha despertado interés ya que se ha 

demostrado que un pretratamiento biológico de la materia prima (madera) puede llegar a ahorrar 

entre un 21% y 37% de energía eléctrica durante los procesos de fibrilación y refinación, además 

de mejorar la resistencia al estallido (33-46%) y desgarro (47-60%) (Akhtar et al; 1994). 

Akhtar et al (1994) reportó el uso de cinco cepas del hongo Ceriporiopsis subvermispora en el 

pretratamiento de trozos de Pinus taeda, para las cuales se registró el ahorro de energía eléctrica 

durante los procesos de fibrilación y refinación (figura 3.1). El material tratado con la cepa FP 

90031-sp mostró el mayor ahorro de energía eléctrica con un 37% seguida de las cepas FP 

105752-sp y L 14807-sp las cuales alcanzaron un ahorro muy similar de 31% y 27% 

respectivamente.  
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Figura 3.1 Ahorro de energía eléctrica en el tratamiento de trozos de Pinus taeda usando cinco 

cepas de Ceriporiopsis subvermispora. Fuente: Akhtar, M. (1994). Biomechanical Pulping of 

Aspen Wood Chips with Three Strains of Ceriporiopsis subvermispora. 

 

Para la investigación que se describe en el presente trabajo se utilizaron tres cepas del hongo 

Ceriporiopsis subvermispora. Inicialmente se utilizó la cepa Fp 90031-sp adquirida del Centro 

de Biorecursos Globales de Estados Unidos, con esta se realizaron múltiples ensayos, pero no fue 

posible su activación en ninguno de los medios de cultivo disponibles. Posteriormente fueron 

adquiridas las cepas FP 105752-sp y L 14807-sp, en el instituto Forest Products Laboratory de 

Madison Wisconsin, Estados Unidos, siendo activadas en medios de cultivos comerciales y 

posteriormente evaluadas sobre sustratos a base de residuos de Rosa sp.  

En este capítulo se describen los ensayos de activación y adaptación de tres cepas de 

Ceriporiopsis subvermispora; su crecimiento en estado sólido y líquido, así como la secuencia 

de ensayos realizados para determinar las condiciones de preparación y tipo de fermentación de 

los medios de cultivo que tuvieron como materia prima los residuos de Rosa sp. 
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3.2 Cepa Fp 90031-sp de C. subvermispora: Obtención y activación 

La cepa de FP 90031-sp de C. subvermispora se obtuvo del Centro de Biorecursos Globales o 

ATCC por sus siglas en inglés (American Type Culture Collection). El organismo fue recibido 

en dos tubos de 0,5 ml con glicerol. Fue almacenado a -70° centígrados. Para la activación del 

hongo se prepararon varios medios de cultivo en fermentación líquida y sólida. 

3.2.1 Ensayos de recuperación 1: Fermentación en estado 

sólido (FES)-Papa Dextrosa Agar (PDA) 
 

Se utilizó la formulación comercial de Papa Dextrosa Agar (PDA) marca Sigma-Aldrich; fueron 

preparadas inicialmente cuatro cajas con este medio y se inoculó 0,1 gramos de micelio en tres 

de ellas siendo la restante el blanco testigo. Se incubaron a 28 ± 1° C durante 48 horas. 

Al cabo del tiempo de incubación se revisaron los cultivos evidenciando contaminación 

bacteriana y ausencia de crecimiento del micelio como se observa en la figura 3.2. El ensayo fue 

repetido en dos ocasiones tomando precauciones asépticas más rigurosas con el fin de descartar 

contaminación cruzada. En todas las repeticiones se obtuvo un resultado negativo para 

crecimiento de micelio. 

 

Figura 3.2 Contaminación bacteriana de cultivos de C. subvermispora en PDA. 
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Las muestras de micelio de C. subvermispora contenidas en glicerol fueron revisadas al 

microscopio en un aumento de 40x y 100x usando azul de metileno. En la figura 3.3 se muestra 

una sección del micelio y un conidio de la cepa FP 90031-sp. No se observó contaminación 

bacteriana proveniente de los contenedores recibidos obtenidos desde el ATCC. 

 

 

Figura 3.3 Micelio (40x) y conidios (100X) de la cepa FP 90031-sp de Ceriporiopsis 

subvermispora.  

 

Por otro lado, en los cultivos se encontró un crecimiento masivo de bacterias y ausencia total de 

micelio. En la figura 3.4 son mostradas las micrografías a 40X y 100X de los medios de cultivo 

en PDA después de 48 horas de incubación. 
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Figura 3.4: Micrografía de cultivo en PDA de la cepa Fp- 90031-sp después de 48 horas de 

incubación. 

 

3.2.2 Ensayos de recuperación 2: Fermentación en estado 

líquido (FEL)-Salvado de Trigo (ST) 
 

Siguiendo la formulación propuesta por Nieto & Chegwin (2010), se preparó un litro de medio 

con 5g de salvado de trigo, 0,6 de dextrosa y 0,6 de extracto de levadura. Se colocaron 20ml de 

la mezcla en cuatro matraces de 50 ml, estos medios fueron esterilizados a 120 °C durante 20 

minutos. Una vez alcanzada la temperatura ambiente fueron inoculados 0,2 gramos de micelio en 

tres de los matraces, posteriormente se incubaron a 28 ±1 °C con una agitación orbital de 100 

rpm durante 48 horas.  

Se observó turbiedad en la solución y no hubo formación de pellet micelial. Al ser examinada 

una muestra del medio se encontró contaminación bacteriana y una ausencia de células fúngicas 

o hifas de C. subvermispora. 

Con el fin de condicionar el medio para evitar el crecimiento bacteriano, se realizaron dos 

ensayos de fermentación líquida modificando la formulación previamente descrita. En el primero 



C a p í t u l o  3                                                                                                                                                   51 

 

de ellos se utilizó salvado de trigo y extracto de levadura sin dextrosa, buscando así limitar la 

fuente principal de alimento de las bacterias. Posterior a 72 horas de incubación a 28 ± 1° C las 

tres réplicas mostraron las mismas características de contaminación. 

Para el segundo ensayo se adicionó 0,1 gramos del antibiótico Cloranfenicol basado en la 

formulación del medio Rosa Agar de bengala propuesto por Smith y Dawson en 1944. El medio 

fue incubado a 28 ±1 °C. Los cultivos fueron monitorizados durante veinte días, periodo en el 

cual no se observó crecimiento de algún microorganismo. Aunque fue posible eliminar la 

contaminación bacteriana, no se logró activar la cepa usando salvado de trigo como fuente de 

carbono. 

3.2.3 Ensayos de recuperación 3: Fermentación en estado 

líquido (FEL) y Fermentación en estado sólido (FES)-Papa Dextrosa 

(PDB) y Papa Agar Dextrosa (PDA) 
 

Fueron preparados medios de cultivo a base de infusión de papa (Solanum sp). Se tomaron 300 

gramos de papa y se hicieron hervir a 100 °C durante 30 minutos, la mezcla fue filtrada para 

obtener un extracto que fue llevado a un volumen final de 1000 ml con agua destilada. Se 

adicionó 20 gramos de dextrosa y 0,1 gramos de cloranfenicol. Para los medios de cultivo en 

estado sólido se agregaron 15 g/l de agar en polvo. Todos los medios fueron esterilizados en 

autoclave a 120 °C durante 20 minutos. Se utilizaron matraces de 50 ml y cajas de Petri para los 

ensayos en estado líquido y sólido respectivamente. Una vez inoculado el micelio se incubó a 28 

±1 °C durante 48 horas. Para el caso de las muestras en estado líquido se utilizó una agitación 

orbital de 100 rpm. 
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Al cabo del tiempo de incubación se observó la formación de pellets en uno de los matraces. La 

muestra fue examinada al microscopio encontrando micelio, sin embargo, este presentó 

características morfológicas diferentes a las hifas de C. subvermispora, por lo que fue descartado 

por contaminación. En las muestras restantes, tanto en estado líquido como sólido, no se 

encontró ningún crecimiento ni contaminación aparente. 

3.2.4 Ensayos de recuperación 4: Fermentación en estado 

líquido (FEL) y Fermentación en estado sólido (FES)-Extracto de 

malta (EM) 
 

De acuerdo a las recomendaciones publicadas por el American Type Culture Collection (ATCC), 

se prepararon medios de cultivo con extracto de malta (EM). Se realizaron ensayos en medio 

líquido y sólido con 3 gramos de extracto de malta, 3 gramos de extracto de levadura, 10 gramos 

de dextrosa, 5 gramos de peptona y 10 gramos de agar por litro, con y sin adición del antibiótico 

cloranfenicol (0,1 g/l). Cada bloque de cultivo estuvo compuesto por cuatro réplicas, preparando 

en total ocho matraces para la FEL y ocho cajas con Extracto de Malta Agar (EMA) para la FES. 

 Después de 48 horas de incubación a 28 ± 1° C fueron descartados tres cultivos en medio 

líquido y dos en estado sólido, todas pertenecientes al bloque de medios sin cloranfenicol. Los 

cultivos restantes se mantuvieron bajo monitoreo durante cuatro semanas sin ningún signo de 

crecimiento del micelio. 

Otros medios de cultivo comerciales fueron utilizados para la activación de la cepa FP 90031-sp 

de C. subvermispora; estos fueron Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Sabouraud Cloranfenicol 

Agar (SCA), Wort Agar (WA) y Dextrosa Cloranfenicol Agar (DCA), en ninguno se obtuvieron 

resultados favorables.  
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Adicionalmente, todos los cultivos que no fueron contaminados se conservaron en incubación y 

parte de estos fueron resembrados en medios de cultivo nuevos con el fin de evaluar una 

adaptación tardía del hongo. En ningún caso fue posible activar la cepa 90031-sp de C. 

subvermispora posiblemente por muerte celular. 

3.3 Cepas FP 105752-sp y L 14807-sp: Obtención, adaptación y 

propagación 
 

Debido a la imposibilidad de activar la cepa FP 90031-sp fue necesario adquirir, a través del 

Forest Products Laboratory de Madison Wisconsin, Estados Unidos, las cepas FP 105752-sp y L 

14807-sp de C. subvermispora. Estas dos cepas son utilizadas en procesos de biopulpado y 

producción de lacasas, siendo ambas capaces de descomponer la lignina de manera selectiva. 

El organismo se recibió en cajas de Petri, una para cada cepa, ambos ejemplares cultivados en 

PDA. Fueron almacenados en incubadora a 28 ±1 °C. Para su propagación se prepararon varios 

medios de cultivo en fermentación líquida y sólida. 

3.3.1 Fermentación en estado sólido (FES) Extracto de Malta 

Agar (EMA) y Salvado de Trigo Agar (STA) 
 

Se prepararon los medios de cultivo EMA y STA como se describe en la sección (3.2.4) y (3.2.2) 

respectivamente, para el último se agregó 15 g/l de agar en polvo. Se tomaron 12 discos de cada 

cepa cultivada en PDA (5 mm de diámetro) y fueron sembrados por tripletas en dos cajas con 

EMA y dos con STA, en total se prepararon doce cajas con medios de cultivo, incluyendo el 

testigo o blanco para cada bloque. Los cultivos fueron puestos en incubación a 28 ± 1° C, siendo 

monitoreados cada 24 horas. 
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Se observó un crecimiento incipiente del micelio de la cepa FP 105752-sp sobre EMA y STA a 

las 120 y 96 horas respectivamente. Como se muestra en la figura 3.5, el micelio inició su 

adaptación con un crecimiento radial a partir de cada disco y alcanzó un diámetro aproximado de 

4 cm a las 360 horas de incubación en EMA. Esta cepa alcanzó el máximo crecimiento radial 

sobre la caja después de 30 días de cultivo tanto para EMA como para STA.  

 

Figura 3.5 Desarrollo micelial de la cepa FP 105752-sp de C. subvermispora en 96 y 360 horas 

cultivo sobre medio EMA. 

 

La colonización de los sustratos por parte de la cepa L 14807-sp se inició después de 6 días sobre 

STA y 8 días en EMA. A pesar de que el crecimiento radial máximo fue registrado después de 

30 días de cultivo, el espesor de las hifas fue bastante más tenue en comparación con la cepa FP- 

105752-sp. Sin embargo, después de cinco semanas el micelio fue incrementando su espesor y 

densidad sobre la superficie sólida, aunque siempre menor a la presentada por la cepa FP 

105752-sp. 

Con el fin de alcanzar el tiempo óptimo de crecimiento micelial, se realizaron repiques tomando 

secciones del borde de las colonias crecidas sobre EMA y STA. Después del séptimo ciclo de 

repiques, se alcanzó una reducción del tiempo de colonización completa a 15 días.  
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3.3.2 Adaptación y crecimiento de C. subvermispora en medios 

de cultivo con Rosa sp 
 

Para iniciar la adaptación de las cepas FP 105752-sp y L 14807-sp al sustrato propuesto en esta 

investigación; Rosa sp, se hicieron cultivos de transición usando EMA y material particulado de 

Rosa sp. A cajas de Petri con EMA se adicionaron fragmentos de tallo de Rosa sp, previamente 

esterilizados en autoclave a 120 °C por 20 minutos, los discos de agar con el hongo fueron 

colocados a 5 mm de los trozos vegetales. Los cultivos fueron puestos en incubación a 28 ±1 °C. 

 

Figura 3.6 Crecimiento micelial de las cepas FP 105752-sp y L 14807-sp sobre EMA y 

fragmentos de tallo de Rosa sp. 

 

Ambas cepas mostraron crecimiento micelial al tercer día de cultivo, descartando alguna 

inhibición por la presencia de la Rosa sp. La cepa FP 105752-sp inició la colonización de los 

fragmentos vegetales en el sexto día, evidenciando una mejor capacidad de asimilación que la 

cepa L 14807-sp para la cual fueron necesarios al menos ocho días de incubación. Como se 

muestra en la figura 3.6, luego de quince días de cultivo las dos cepas fueron capaces de 

colonizar los trozos de tallo de Rosa sp, siendo estos ejemplares la fuente de micelio para todos 

los ensayos posteriores. 
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3.3.3 Fermentación en estado sólido (FES) y Fermentación en 

estado líquido (FEL) - Harina de Rosa sp 
 

Para la preparación de medios de cultivo a base de residuos de Rosa sp se trituró este material en 

un molino de martillo y posteriormente en un procesador de alimentos Black and Decker hasta 

obtener una harina vegetal. Esta reducción en el tamaño de las partículas fue necesaria para 

lograr una mezcla homogénea en los medios de cultivo sólido y líquido y así poder garantizar un 

contacto uniforme entre el hongo y el sustrato.  

Los medios de cultivo con Rosa sp fueron preparados de acuerdo a la formulación con fuentes de 

carbono no convencionales descrita por Nieto & Chegwin (2010). Para cada litro de solución se 

utilizaron 50 g de harina de Rosa sp, 5 g de dextrosa, 0.0845 mg de MnSO4, 1 mg de KH2PO4, 

0.5 mg  de MgSO4.7H2O y 15 g de agar en polvo para el caso de las fermentaciones sólidas. En 

los primeros cultivos el hongo se desarrolló completamente entre veintiocho y treinta y cinco 

días dependiendo de la cepa utilizada; fueron necesarios al menos 4 repiques para lograr la 

adaptación del hongo y conseguir un crecimiento total en quince días sobre el sustrato con Rosa 

sp. 
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Figura 3.7 Micelio de C. subvermispora recuperado de cultivos en fermentación líquida. 

Posteriormente se prepararon cultivos en FEL utilizando matraces de 250 ml con 50 ml de medio 

y 10 discos de hongo previamente crecido y adaptado en Rosa Agar (RA). Los matraces fueron 

puestos en incubación a 28 ±1 °C y una agitación orbital de 100 rpm por quince días. No hubo 

formación de pellets durante las dos semanas de incubación. Los ensayos fueron repetidos sin 

resultados favorables. 

A pesar de la imposibilidad de obtener pellets, se observó un micelio adherido al cristal de los 

matraces siendo este examinado en microscopio y confirmado como C. subvermispora (Figura 

3.7). Los matraces se conservaron en incubación y se suspendió la agitación orbital para permitir 

la extensión y consolidación del micelio sobre el sustrato. Luego de dos semanas se observó 

desarrollo del micelio solo en las secciones sólidas o semisólidas de los medios de cultivo 

(Figura 3.8), las zonas con agua libre no fueron colonizadas por el hongo en ningún caso. 
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Figura 3.8 A y B. Formación de micelio en paredes y secciones de sustrato sólido o semisólido. 

C. Crecimiento micelial de C. subvermispora sobre sustrato sin agua libre después de dos 

semanas de incubación sin agitación orbital. 

 

A partir de estos resultados preliminares, se concluyó que las cepas de C. subvermispora no 

muestran crecimiento en fermentación en estado líquido (FEL) utilizando harina de Rosa sp, por 

tanto, todos los estudios de cinética de crecimiento, cuantificación de actividad enzimática y 

capacidad ligninolítica se realizaron con fermentación en estado sólido (FES) como se describe 

en detalle en los siguientes capítulos. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Capítulo 4. Estudio del crecimiento micelial de 

Ceriporiopsis subvermispora sobre medios de cultivo 

basados en harina de Rosa sp y medios comerciales 
 

4.1  Introducción 

Para el cultivo de hongos de la podredumbre blanca (HPB) sobre fuentes de carbono no 

convencionales, como los desechos agroindustriales, habitualmente se requiere de sustancias 

químicas adicionales suministradas como nutrientes. El contenido de metales como el cobre, el 

manganeso, el zinc, el hierro, el calcio, entre otros, son necesarios para el metabolismo, los 

procesos fisiológicos, celulares y reproductivos del hongo, elementos que influyen en la 

expresión de las enzimas. De la misma forma, el efecto del pH puede ser un factor importante 

asociado con el proceso de crecimiento y producción de enzimas. Proveer al hongo con estos 

componentes a nivel de laboratorio no representa una dificultad mayor; sin embargo, el incluirlos 

en un proceso industrial o uno de mayor escala sí puede requerir de un esfuerzo económico 

importante.  

Al ser la primera vez que es estudiado el crecimiento de C. subvermispora sobre desechos de 

Rosa sp y pensando en su posible uso biotecnológico, en esta primera etapa se plantea la 

evaluación del crecimiento en presencia y ausencia de sales y solución tampón. Se registró el 

crecimiento micelial del hongo durante 15 días, construyendo así las curvas de crecimiento para 

cada uno de los tratamientos. 
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4.2 Materiales y métodos 

4.2.1  Material vegetal 

Los desechos vegetales (tallos y hojas) frescos de Rosa sp fueron suministrados por la empresa 

Élite Flower (Facatativá, Cundinamarca, Colombia). Este material fue obtenido de los centros de 

almacenamiento destinados a compostaje o incineración.  

4.2.2 Molienda 

El material vegetal fue lavado con agua potable y secado en un deshidratador para frutos durante 

12 horas en 4 bloques de 5 Kg con aire caliente a 90 °C. Se obtuvo al final un peso seco de 17,5 

Kg de material vegetal. Posteriormente la molienda del material, denominado desde ahora harina 

de Rosa sp, se hizo en un molino de martillo, luego fue reducido a polvo en un procesador de 

alimentos Black and Decker y tamizado con malla de acero inoxidable #40 para obtener un 

tamaño de partícula < 0,420 mm. 

4.2.3 Material fúngico 

El hongo utilizado en este estudio fue el basidiomiceto de la descomposición blanca 

Ceriporiopsis subvermispora (Pilát.) Gilbertson & Ryvarden., cepas FP 90031-sp, FP 105752-sp 

y L 14807-sp. La primera de ellas se obtuvo del Centro de Biorecursos Globales o ATCC por sus 

siglas en inglés (American Type Culture Collection) y las otras dos fueron obtenidas del Center 

of Mycology Research (Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin, EE.UU.). El 

mantenimiento fue realizado por repiques en el medio de cultivo Extracto de Malta Agar (EMA) 

de acuerdo a las recomendaciones publicadas por el ATCC.  
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4.2.4 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo comerciales usados en este ensayo fueron: Sabouraud Dextrosa Agar 

(SDA), Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA), Wort Agar (WA), Papa Dextrosa Agar (PDA), 

Extracto de Malta Agar (EMA) y Dextrosa Cloranfenicol Agar (DCA), todos producidos por 

Sigma Aldrich . Por otro lado, los medios Rosa Agar (RA) descritos en el numeral 4.2.5, fueron 

suplementados con las sales MnSO4 0,0845 g/L; KH2PO4 1 g/L; MgSO4.7H2O 0,5 g/L de 

acuerdo a la formulación reportada por Ha y col (2001), Nieto & Chegwin (2010) y Quevedo 

(2011); simultaneamente su pH fue ajustado con buffer fosfatos 50 mM, según cada caso. La 

composición detallada de cada medio es mostrada en el anexo A. 

4.2.5  Determinación del efecto del pH, adición de sales y cepa 

cultivada en el crecimiento micelial radial de C. subvermispora en 

medio Rosa Agar 
 

Para evaluar la capacidad de crecimiento de las cepas FP 105752-sp y L 14807-sp, sobre medios 

de cultivo basados en harina de Rosa sp, estas fueron cultivadas en Rosa Agar con adición de 

sales, o solución buffer fosfato según cada caso. Se prepararon los medios para cada caja de Petri 

de manera independiente en matraces de 100 ml, esto con el fin de garantizar que todas las 

muestras tuvieran la misma cantidad de sustrato (1 gramo de harina de Rosa sp en 20 ml de 

solución), sales y agar. Posteriormente, estos medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C 

durante 20 minutos. Una vez depositado el medio en cada caja Petri estas fueron nuevamente 

esterilizadas durante 15 minutos con UV en cabina de bioseguridad para evitar contaminación 

cruzada. Las cajas se inocularon con discos de micelio activo, puestos en el centro de las cajas, 

de 5 mm de diámetro proveniente de cultivos crecidos en EMA y se incubaron a 28 ± 1 °C 

durante periodos de 3 a 15 días. El crecimiento radial se midió con el empleo de una regla 
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graduada en dos direcciones 0° y 90° con origen en el centro de la caja. Los registros fueron 

hechos a partir de las 72 horas y se determinó cada 24 horas hasta los 15 días. 

En este ensayo se diseñó un experimento factorial completo, ver tabla 4.1, usando dos bloques de 

tratamiento para cada cepa, el objetivo fue estudiar su crecimiento en diferentes versiones del 

sustrato, ajustando diferentes valores de pH con solución buffer fosfatos 50 mM en cultivos con 

presencia o ausencia de sales. 

Tabla 4.1 Diseño factorial para evaluar efecto de pH, presencia de sales y selección de cepa de 

C. subvermispora 

Bloque Muestra Sales pH Cepa Usada Bloque Muestra Sales pH Cepa Usada 

A 

A1 1 5,7 FP 105752-sp 

C 

C1 1 5,7 L 14807-sp 

A2 1 6,0 FP 105752-sp C2 1 6,0 L 14807-sp 

A3 1 6,3 FP 105752-sp C3 1 6,3 L 14807-sp 

A4 1 6,6 FP 105752-sp C4 1 6,6 L 14807-sp 

A5 1 6,9 FP 105752-sp C5 1 6,9 L 14807-sp 

A6 1 7,0 FP 105752-sp C6 1 7,0 L 14807-sp 

A7 1 

Sin 

regulador 

de pH 

5.8 – 6.8 

FP 105752-sp 

C7 1 

Sin 

regulador 

de pH 

5.8 – 6.8 

L 14807-sp 

B 

B1 -1 5,7 FP 105752-sp 

D 

D1 -1 5,7 L 14807-sp 

B2 -1 6,0 FP 105752-sp D2 -1 6,0 L 14807-sp 

B3 -1 6,3 FP 105752-sp D3 -1 6,3 L 14807-sp 

B4 -1 6,6 FP 105752-sp D4 -1 6,6 L 14807-sp 

B5 -1 6,9 FP 105752-sp D5 -1 6,9 L 14807-sp 

B6 -1 7,0 FP 105752-sp D6 -1 7,0 L 14807-sp 

B7 -1 

Sin 

regulador 

de pH 

5.8 – 6.8 

FP 105752-sp 

D7 -1 

Sin 

regulador 

de pH 

5.8 – 6.8 

L 14807-sp 
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      Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 

Con el fin de poder realizar comparaciones entre los tratamientos se sembraron 56 cajas de Petri 

duplicando las condiciones antes mencionadas. Se midió el diámetro de crecimiento según lo 

descrito por Martínez et al., (2015)  midiendo en ángulos de 0° y 90°, tomando como punto de 

intersección el centro de la caja y calculando el promedio de las mediciones como estimador del 

diámetro de crecimiento. Las mediciones se realizaron diariamente a partir del tercer día durante 

un periodo de 15 días. 

Para hacer comparaciones en el aumento del diámetro de crecimiento en cada muestra se modela 

su dinámica como una función logística de crecimiento según lo descrito por Sarikaya & 

Ladisch, (1997). Este modelo describe el crecimiento de hongos ligninolíticos cultivados en 

sistemas de fermentación en estado sólido considerando el efecto de competencia micelial por el 

sustrato en donde después de cierto punto de crecimiento la limitación de recursos dados por el 

sustrato y la competencia del micelio disminuye la velocidad de crecimiento. El modelo usado 

es: 

   𝐷(𝑡) =
𝜇1𝐷0

𝑘1𝐷0+(𝜇1−𝑘1𝐷0)𝑒−𝜇1(𝑡−𝑡0)  (1) 

Dónde: 

D=Diámetro 

t= Tiempo 

μ1=Tasa específica de crecimiento 

k1=Efecto de inhibición del crecimiento 

D0=Diámetro inicial 

t0=Tiempo cero o tiempo inicial 
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Con el fin de estimar los parámetros del modelo se usó un análisis de regresión no lineal. Debido 

a que el proceso de estimación de parámetros del modelo es iterativo, el algoritmo requiere 

valores iniciales y dado a que estos algoritmos están diseñados para optimizar una función 

(maximizar la función de verosimilitud o minimizar la función de mínimos cuadrados) estos 

valores deben ser cercanos a máximos o mínimos globales, según el caso. Los valores de inicio 

se calcularon mediante la linealización de la función (1) en la etapa de crecimiento exponencial: 

𝐷 = 𝐷0𝑒𝜇1(𝑡−𝑡0) ó 𝑙𝑜𝑔 (
𝐷

𝐷0
) =

𝜇1

2.302
(𝑡 − 𝑡0)  (2) 

Esta ecuación con forma y = ax+b se usa para obtener 𝜇1 inicial mediante una regresión lineal.  

Cuando transcurre una gran cantidad de tiempo la superficie completa del sustrato estará cubierta 

por micelio y con ello la expresión [(𝜇1 − 𝑘1𝐷0)𝑒−𝜇1(𝑡−𝑡0) ] de la ecuación (1) se hace 

insignificante haciendo que esta tome la forma: 

𝐷∞ =
𝜇1

𝑘1
       (3) 

Donde D
∞
 es el diámetro de la caja de Petri, el cual es un valor conocido. A partir de ella puedes 

ser calculado el valor inicial de 𝑘1. 

La estimación de los parámetros del modelo se realizó mediante el uso del algoritmo Levenberg-

Marquardt con un valor de convergencia de 1 ∗ 10−8 en el programa estadístico SPSS 20. Una 

vez obtenidos los valores de los parámetros del modelo, se procede a calcular los parámetros 

correspondientes a la cinética de crecimiento según lo reportado por Martínez et al., (2015): 

𝑣𝑚𝑎𝑥 =
𝜇1

2

4𝐾1
  (4) 

𝑡𝑚𝑎𝑥 =
𝑙𝑛(

𝜇1
𝑘1∗𝐷0

−1)

𝜇1
 (5) 
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𝑡𝑙𝑎𝑡 = 𝑡𝑚𝑎𝑥 −
2

𝜇1
        (6) 

Dónde: 

𝑡𝑑 = Tiempo de duplicación 

𝑣𝑚𝑎𝑥 = Velocidad máxima de crecimiento 

𝑡𝑚𝑎𝑥 = Tiempo de velocidad máxima de crecimiento 

𝑡𝑙𝑎𝑡 = Periodo de latencia 

En este modelo el periodo de latencia  𝑡𝑙𝑎𝑡 se definió como el corte sobre el eje x de la recta 

tangente a la curva en 𝐷(𝑡𝑚𝑎𝑥). Los parámetros 𝑣𝑚𝑎𝑥 y 𝑡𝑙𝑎𝑡  son  usados como las variables 

dependientes del diseño experimental construido. 

4.2.6 Crecimiento comparativo de C. subvermispora en sustrato 

Rosa Agar y medios de cultivo comerciales 
 

En esta etapa se procedió a cultivar la cepa FP 105752-sp de C. subvermispora sobre el medio 

Rosa Agar (RA), Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA), Wort 

Agar (WA), Papa Dextrosa Agar (PDA), Extracto de Malta Agar (EMA) y Dextrosa 

Cloranfenicol Agar (DCA). Para cada medio de cultivo se sembraron tres réplicas, preparando 

los medios comerciales con las concentraciones recomendadas por el fabricante y el medio RA 

con 1g de harina de Rosa sp molida, 0,32g de agar y 20 ml de agua destilada, sin regulador de 

pH, por caja de Petri. Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C por 20 

minutos. 
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4.3 Resultados y discusión 

4.3.1 Determinación del efecto del pH, adición de sales y cepa 

cultivada en el crecimiento micelial radial de C. subvermispora en 

RA 
 

El crecimiento micelial radial en caja de Petri de los diferentes tratamientos registró valores 

iniciales de 0.4 𝑐𝑚 y finales de 8.05𝑐𝑚, alrededor del disco de micelio (0,5 cm). El crecimiento 

promedio fue de 3.252𝑐𝑚.  

Se obtuvieron valores de la tasa específica de crecimiento con un valor promedio de 

0.529[𝑑𝑖𝑎−1] y valores de inhibición del crecimiento con un promedio de 0.126[𝑑𝑖𝑎−1𝑐𝑚−1]. 

Los valores promedio para cada tratamiento se muestran en el anexo B. El máximo valor 𝑣𝑚𝑎𝑥 y 

𝑡𝑙𝑎𝑡 lo obtuvo la cepa FP 105752-sp con un valor de 0.807[𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1] y 2,583 días 

respectivamente, en medios sin presencia de sales. 

 Velocidad máxima de crecimiento 

 

Figura 4.1 Comparación de medias marginales de 𝑣𝑚𝑎𝑥 con diferentes pH en presencia o 

ausencia de sales 
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Con la presencia de sales en los medios de cultivo  se observa una disminución general de la 

𝑣𝑚𝑎𝑥 a medida que el pH es mayor, con excepción de los cultivos a pH de 6,6 en los que se 

obtuvo una 𝑣𝑚𝑎𝑥 cercana a 0,6 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]. Como se observa en la Figura 4.1 los cultivos con 

ausencia de sales muestran mayores 𝑣𝑚𝑎𝑥 para todos los pH evaluados. Este análisis permite 

identificar el efecto favorable de valores de pH por debajo de 7,0. Existen antecedentes que 

reportan un pH ideal entre 5,0 y 6,5 para C. subvermispora (Chmelová & Ondrejovi, 2013). No 

obstante, el proceso de desarrollo del organismo parece estar asociado a cambios progresivos en 

la acidez del medio. Tapia & Vicuna, (1995) reportan que el uso de buffer a concentraciones 

mayores de 100 mM inhiben los crecimientos de C. subvermispora, razón por la cual se sugiere 

no mantener el pH con soluciones buffer. 

Al comparar la respuesta de las cepas estudiadas a la presencia o ausencia de sales, se encuentra 

que la cepa FP 105752-sp puede alcanzar una 𝑣𝑚𝑎𝑥 mayor cuando no se adicionan sales al medio 

de cultivo. Como se observa en la Figura 4.2, la cepa L 14807-sp. no muestra variaciones 

significativas de 𝑣𝑚𝑎𝑥 si se adicionan o no sales; adicionalmente, el no paralelismo de los niveles 

de este factor sugiere una diferencia en los requerimientos nutricionales de FP 105752-sp y  L 

14807-sp. 
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Figura 4.2 Comparación de medias marginales de vmax para las cepas FP 105752-sp y  L 14807-

sp en presencia o ausencia de sales. 

Los valores de  𝑣𝑚𝑎𝑥  para las cepas cultivadas en medios con distintos pH son superiores para FP 

105752-sp en comparación con L 14807-sp. Los medios con un pH de 6 y los medios sin buffer, 

parecen tener efectos contrarios en el valor de  𝑣𝑚𝑎𝑥  entre cepas (FP 105752-sp: 

0,817 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1] y 0,829[𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]; L 14807-sp: 0,429 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1] y 0,399 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1] 

respectivamente). Como se observa en la Figura 4.3, mientras se registran los menores valores de  

𝑣𝑚𝑎𝑥 para la cepa L 14807-sp sin solución buffer (0,399 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]), estos resultan ser los más 

altos para la cepa FP 105752-sp (0,829[𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]). Sin embargo, con el pH evaluado más bajo 

(5,7), la cepa L 14807-sp incrementa su  𝑣𝑚𝑎𝑥 llegando a ser la segunda más altas de los medios 

comparados (0533 [𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]).  
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Figura 4.3 Comparación de medias marginales estimadas de  𝑣𝑚𝑎𝑥 para tipo de cepas y efecto 

del pH 

 

 Tiempo de latencia 

 

El pH y el uso de sales genera efectos diferentes en el periodo de latencia. En la Figura 4.4 se 

muestra que en ausencia de sales el periodo de latencia oscila entre 1,923 y 3,48 días, teniendo 

los tiempos de latencia más bajos en los pH 6,3 (1,92 𝑑í𝑎𝑠) y 7,0 (1,94 𝑑í𝑎𝑠). Por otro lado, se 

observa que el mayor tiempo de latencia se registró en los cultivos donde no se utilizó solución 

buffer (𝑝𝐻𝑜 = 6,8) con 3,47 𝑑í𝑎𝑠, seguido de los cultivos con un pH de 5,7 (2,92 𝑑í𝑎𝑠). Con 

presencia de sales los tiempos de latencia fueron más bajos para los pH 5,7; 6,3; 6,6; 6,9 y los 

cultivos sin regulador de pH, comparado con las medias marginales estimadas sin sales; sin 

embargo, para un pH de 7,0 el tiempo de latencia fue mayor en los cultivos que fueron 

enriquecidos con sales, (3,03 𝑑í𝑎𝑠) comparado con aquellos en los que no se incluyeron estas 

(1,94 𝑑í𝑎𝑠).  
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Figura 4.4 Comparación de medias marginales para tiempos de latencia con diferentes valores de 

pH en ausencia o presencia de sales 

 

La Figura 4.5 muestra cómo la presencia de sales lleva a la disminución del periodo de latencia 

en las dos cepas usadas; viéndose favorecidas ambas con la adición de estos minerales; sin 

embargo, se observa que la cepa FP 105752-sp muestra un cambio mayor en su tiempo de 

latencia cuando no se agregan estos nutrientes. 
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Figura 4.5 Comparación de medias marginales de las cepas FP 105752-sp y L 14807-sp con 

presencia y ausencia de sales 

 

A pesar de que los tiempos de latencia para todos cultivos se ven afectados por la adición de 

sales, es importante resaltar que estos cambios se registran entre el segundo y el cuarto día, 

periodo que coincide con el tiempo dispuesto para la adaptación de los organismos en el medio y 

que posteriormente no parecen condicionar la 𝑣𝑚𝑎𝑥 de crecimiento; éste es el caso de la cepa FP 

105752-sp  la cual alcanzó el mayor valor promedio de 𝑣𝑚𝑎𝑥 (0.807[𝑐𝑚 𝑑𝑖𝑎−1]) en medios sin 

adición de sales. 

Finalmente se corrió un ANOVA (𝛼 = 0.05) para la velocidad máxima y el periodo de latencia. 

Al analizar el parámetro 𝑣𝑚𝑎𝑥 se infiere que este es afectado únicamente por el tipo de cepa 

usada, lo cual indica que la cepa FP 105752-sp es capaz de colonizar el medio con mayor 

rapidez. Por otro lado, la presencia de sales y el pH inicial del medio, junto a las interacciones 

entre estos tres factores no muestran efectos significativos. Respecto al ANOVA (𝛼 = 0.05) del 
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periodo de latencia no se encuentran diferencias en los tratamientos de ninguno de los factores 

evaluados. 

Basados en los análisis sobre velocidad máxima y tiempo de latencia descritos anteriormente y 

considerando que los cultivos no se favorecen significativamente por el uso de sales y soluciones 

buffer, se seleccionó la cepa FP 105752-sp para ser cultivada en medios con ausencia de sales y 

reguladores de pH. Descartar el uso de estos reactivos como fuente de nutrientes en cultivo de C. 

subvermispora, supone una ventaja pensando en procesos de deslignificación a mayor escala. 

Todas las curvas de crecimiento son mostradas en el anexo C, presentadas por bloque de 

tratamiento (A, B, C o D) y también comparando el crecimiento entre cepas para medios libres 

de co-sustrato y sales. 

4.3.2 Crecimiento comparativo de C. subvermispora (FP 

105752-sp) sobre Rosa Agar y medios de cultivo comerciales 
 

Para un periodo de 15 días se realizó el seguimiento del crecimiento micelial del hongo C. 

subvermispora (cepa FP 105752-sp) sobre 6 medios comerciales y Rosa Agar. En la Figura 4.6 

se muestran las curvas de crecimiento individuales para cada medio de cultivo. El medio de 

cultivo que favoreció en mayor medida el crecimiento del hongo fue Sabouraud Dextrosa Agar 

(SDA), llegando a un diámetro de 8,83 cm al día 15. El hongo pareció desempeñarse mejor sobre 

este sustrato en la mayoría de los puntos de la curva. Seguidamente se encontró al medio Rosa 

Agar (RA), Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA) y Wort Agar (WA) con diámetros 

promediados al día 15 de 8,30; 8,02 y 7.90 cm respectivamente. Con crecimientos menores se 

registró el Extracto de Malta Agar 7.18 cm, Papa Dextrosa Agar 6.22 cm y Dextrosa 
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Cloranfenicol Agar con 5.9 cm. Todos estos crecimientos son comparaciones al día 15, tomando 

este diámetro como variable de respuesta para cada tratamiento. 
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Figura 4.6 Curvas de crecimiento micelial de la cepa FP 105752-sp del hongo C. subvermispora 

sobre seis medios comerciales y Rosa Agar libre de co-sustratos y nutrientes adicionales 

 

Mediante un diagrama de comparación de medias, Figura 4.7, se compara el crecimiento para un 

periodo de 15 días, de la cepa FP 105752-sp sobre medios comerciales y Rosa Agar. Como se ve 

en este análisis gráfico, no existe diferencia significativa entre los tratamientos con Wort Agar 

(WA), Rosa Agar (RA) y Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA). También es posible confirmar al 

Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) como el medio que presenta las mejores condiciones para el 

cultivo de C. subvermispora (FP 105752-sp). Tampoco existe diferencia entre Wort Agar (WA) 

y el Extracto de Malta Agar (EMA). Los medios de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y 

Dextrosa Cloranfenicol Agar (DCA) son estadísticamente similares, siendo ambos sustratos los 

menos apropiados para el cultivo del hongo. 
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Figura 4.7 Comparación de medias de crecimiento de C. subvermispora sobre medios 

comerciales y Rosa Agar. Diámetro micelial en 15 días de cultivo 

 

La principal característica que presentan SDA, SCA, WA, EMA y AR en comparación con los 

demás sustratos es la disponibilidad de nitrógeno en sus componentes. Los dos primeros 

contienen peptona de caseína y peptona de carne con 5 gramos por litro para cada una. El Wort 

Agar por su parte, contiene 0,75 g/L de peptona de caseína junto a las proteínas presentes en el 

extracto de malta, situación similar se observa en el EMA el cual contiene, además de las 

proteínas presentes en el extracto de malta, nitrógeno en forma de extracto de levadura 3g/L. El 

PDA y DCA no contienen proteínas cuantificadas y no se les adicionó ningún nutriente 

adicional, de ahí el bajo rendimiento obtenido sobre estos medios de cultivo. Para el caso de 

Rosa Agar, Quevedo (2011) reportó que la Rosa sp, como fuente de carbono y nitrógeno de este 

medio, tiene un contenido total de nitrógeno de 1,64% lo que puede explicar la buena aceptación 

que ha tenido la cepa FP 105752-sp de C. subvermispora por este sustrato. 



 

 

Capítulo 5. Determinación de actividad lacasa de 

Ceriporiopsis subvermispora sobre medio basado en 

harina de Rosa sp 
 

5.1  Introducción 

Ceriporiopsis subvermispora degrada la lignina de un sustrato a través de la acción de las 

enzimas Manganeso peroxidasa (MnP) EC 1.11.1.13 y Lacasa EC 1.10.3.2. Un aspecto 

importante del proceso de descomposición por este hongo es el hecho de que la producción de 

lacasa solo es detectada en los primeros días de cultivo, siendo el papel de la MnP el más 

importante durante los procesos de biopulpado y degradación del material. No obstante, en las 

primeras dos semanas de crecimiento la actividad de la MnP es nula, con lo cual se le atribuye a 

la lacasa el papel de enzima responsable de las primeras trasformaciones del sustrato (Chmelová 

& Ondrejovič, 2012; Enoki et al., 1999; Lobos et al., 1994; Manubens et al., 2007; Tanaka, 

Koike, Itakura, & Enoki, 2009; Vicentim & Ferraz, 2007). De acuerdo con esto, en el presente 

trabajo se determina la actividad lacasa durante los primeros 15 días de cultivo, tomando como 

principal objetivo el estudio de las primeras etapas del proceso degradativo de la harina de Rosa 

sp. 

Habitualmente, la obtención del extracto enzimático se hace a partir de cultivos en medio 

líquido; sin embargo, en la presente investigación no fue posible obtener crecimiento del hongo 

en fermentación líquida con residuos de Rosa sp. Todos los ensayos fueron hechos en caja de 

Petri y la obtención de las enzimas se realizó mediante suspensión de la biomasa superficial de 
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cada caja. Basados en los estudios reportados para la extracción de pectinasas a partir de medios 

en fase sólida, se probó el efecto de la temperatura de extracción y el factor de dilución, variables 

que pueden afectar la suspensión de la enzima (L. R. Castilho, Alves, & Medronho, 2000). 

Luego de obtener las mejores condiciones se determinó la actividad lacasa durante 15 días 

tomando un registro cada 72 horas. 

5.2 Materiales y métodos 

5.2.1 Extracción de lacasas producidas en medio sólido 

El extracto enzimático obtenido a partir de los cultivos de la cepa Fp 105752-sp de C. 

subvermispora sobre Rosa  Agar (RA) se realizó modificando el procedimiento reportado por 

Poletto, Borsói, Zeni, & Moura, (2015) y De Souza-Cruz, Freer, Siika-Aho, & Ferraz, (2004). Se 

tomaron capas superficiales de los cultivos, se registró el peso de cada una de las muestras para 

luego homogenizarlas manualmente; éstas se suspendieron en una solución buffer 0,1 M de 

acetato – ácido acético (NaAc - HAc) pH 5,5 durante 30 minutos con agitación a 160 rpm, en un 

agitador Shaker Lb pro durante 30 minutos con temperatura controlada, finalmente la suspensión 

se centrifugó durante 10 minutos a 7000 rpm. Posteriormente se filtró el sobrenadante, tomando 

1,5 ml de este en alícuotas y recuperando la fase sólida para ser sometida a dos repeticiones del 

lavado descrito. En este ensayo se evaluaron diluciones de 1/40, 1/50, 1/60 y 1/70 a una 

temperatura de 20˚, 30 ˚ y 40 ˚ considerando que se ha reportado que la extracción en medio 

sólido puede ser afectada por la temperatura y la dilución del extracto (L. R. Castilho et al., 

2000). 



C a p í t u l o  5                                                                                                                                                          77 

 

5.2.1.1 Diseño experimental 

En la anterior etapa se seleccionó la cepa FP 105752-sp y los medios de cultivo basados en 

harina de Rosa sp sin adición de sales y en ausencia de solución tampón. Bajo estas condiciones 

se estudió el efecto de la dilución y la temperatura en el proceso de extracción de lacasas. 

La influencia de estos factores fue estudiada en un diseño de 2 factores con tres réplicas (ver 

tabla 5.1). 

Tabla 5.1 Diseño experimental para la evaluación del efecto de la temperatura y la dilución en 

la extracción de lacasas 
 Dilución 

Dilución 1/40 Dilución 1/50 Dilución 1/60 Dilución 1/70 

Temperatura (˚C) 20 A1 A2 A3 A4 

30 B1 B2 B3 B4 

40 C1 C2 C3 C4 

 

5.2.2 Determinación de actividad lacasas (EC 1.10.3.2) 

La actividad de lacasas (EC 1.10.3.2) se cuantificó por medio del registro del cambio en la 

absorbancia a 420 nm, debido a la oxidación de ABTS [ácido 2,2'–azino–bis–(3–

etillbenzotiazolin–6–sulfonico] (Sigma, St. Louis, MO, USA) en buffer acetato de sodio 0,1 M 

(pH 5.5) (Gomes et al., 2009). El ensayo se realizó mezclando 100 μL de extracto y 100 μL de 

solución reveladora ABTS 5mM, a 10 °C, en una placa ELISA de 96 pozos. La formación de un 

radical verde se siguió espectrofotométricamente durante 5 minutos a intervalos de 30 segundos 

en un lector de placas BioRad. Para hacer comparables los datos de las actividades enzimáticas 

se obtuvo una función lineal de absorbancia vs tiempo para cada muestra extraída con el fin de 

determinar la absorbancia estimada a 400 s después de iniciada la reacción. Una unidad 

enzimática (UI) se definió como la cantidad de enzima que permite la oxidación de 1 𝜇𝑚𝑜𝑙 de 



78                                                 D e s l i g n i f i c a c i ó n  d e  d e s e c h o s  d e  R o s a  s p  c o n   
                                              C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a                                                                                                    
 

ABTS por minuto (Fukushima & Kirk, 1995). Para el cálculo de la actividad enzimática se 

adaptó la ecuación (Figura 5.1) reportada por Sarria-Alfonso et al. (2013). 

𝑈𝐼

𝐿
= 800 ∗

∆𝑎𝑏𝑠

𝑅𝑇 ∗ 𝑀𝐸𝐶 ∗ 𝐶𝐿
∗

𝑇𝑉2

𝑆𝑉
 

Figura 5.1 Ecuación para la determinación de la actividad lacasa 

En esta ecuación, Δ𝑎𝑏𝑠 es la diferencia entre absorbancias medidas, 𝑅𝑇 es el tiempo de reacción, 

𝑀𝐸𝐶 es el coeficiente de extinción molar (𝜀420 = 3,6 𝑥 104𝑀−1𝑐𝑚−1) (Quevedo Hidalgo et al., 

2014), 𝑇𝑉 es el volumen total de la solución, 𝑇𝑆 es el volumen de la muestra y 𝐶𝐿 es la altura de 

la solución en el pozo.  

5.2.3 Producción de lacasas en el tiempo 

Bajo las condiciones de extracción y determinación de actividad, descritas en los numerales 

anteriores, se cuantificó la producción de lacasas en términos de actividad enzimática durante 15 

días. Se cultivaron tres réplicas de C. subvermispora en cajas con RA, tomando los extractos 

enzimáticos como se describió en el numeral 5.2.1. 

5.3 Resultados y discusión 

5.3.1 Extracción de lacasas producidas en medio sólido Rosa 

Agar  
 

El método de extracción de lacasa fue seleccionado en función a los valores obtenidos en 

términos de actividad enzimática. La actividad es reportada en este trabajo como unidades de 

actividad enzimática por gramo de sustrato sólido. Como se muestra en la Tabla 5.2, el valor más 
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alto de actividad, 1,087 U/g, fue obtenido en el tratamiento B3 con una dilución de 1/60 y una 

temperatura de 30 ˚C. Por otro lado, la cota menor fue registrada en el tratamiento A4 con una 

actividad enzimática de 0,687 U/g. En la Figura 5.2 se muestra el efecto de los tratamientos 

estudiados sobre la actividad lacasa registrada. 
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Figura 5.2 Efecto de la dilución y la temperatura sobre lacasa de Ceriporiopsis subvermispora 

en harina de Rosa sp 

 

Tabla 5.1 Valores de actividad lacasa obtenidos con cada combinación de temperatura y 

dilución 

 Actividad lacasa U/g 

Temperatura 1/40 Desviación 

típica 

1/50 Desviación 

Típica 

1/60 Desviación 

típica 

1/70 Desviación 

típica 

20˚ 0.833 0.055 0.670 0.036 1.003 0.049 0.910 0.046 

30˚ 1.043 0.040 0.947 0.021 1.117 0.040 1.007 0.035 

40˚ 0.830 0.026 0.873 0.035 0.980 0.046 0.897 0.060 

            Nota. Extractos a partir de cultivos de C. subvermispora (FP 105752-sp) sobre Rosa Agar.  

            Muestras tomadas con 9 días de cultivo 

 

La producción de lacasas bajo diferentes sistemas de fermentación es influenciada por las 

condiciones del medio y el proceso de extracción de las enzimas. En el presente estudio se tomó 
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como referencia el método de extracción propuesto por De Souza-Cruz et al (2004) para la 

obtención de enzimas ligninolíticas en chips de madera de Pinus taeda tratados con C. 

subvermispora. Al ser las condiciones diferentes a las evaluadas aquí, se ajustaron los tiempos de 

extracción y el número de lavados. La recuperación enzimática a partir de RA fue posible gracias 

a la remoción selectiva de la superficie del cultivo, la cual está compuesta por el crecimiento 

exclusivo del hongo y residuos de Rosa sp  y agar, único alimento disponible en el medio. Se ha 

reportado que C. subvermispora produce en sus primeros estadios de crecimiento únicamente 

lacasas, enzima responsable de la transformación inicial del sustrato (Chmelová & Ondrejovič, 

2012; Enoki et al., 1999; Lobos et al., 1994; Manubens et al., 2007; Tanaka et al., 2009; 

Vicentim & Ferraz, 2007). 

Para el modelo experimental descrito en este trabajo, la variación de la temperatura y la dilución 

tuvo un efecto no lineal sobre la actividad enzimática registrada. Con la combinación de estos 

factores se obtuvieron los valores de absorbancia más altos a una temperatura de 30 ˚C para 

todos los niveles de dilución. Este comportamiento evidencia el efecto de la temperatura sobre la 

extracción de lacasas en medio sólido con agar. En la literatura, la extracción de lacasas 

producida en fermentación sólida no es reportada bajo una temperatura estándar, lo que 

demuestra ser un parámetro a definir en cada bioproceso en particular. 

Lacasas obtenidas a partir de fermentación sólida con Pleurotus ostreatus, Coriolopsis caperata, 

Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus Trametes pubescens, Trametes hirsuta entre otros,  

son extraídas  a temperatura ambiente (25 ˚C), arrojando actividades lacasa que varían entre 7,5 

y 46,5 unidades enzimáticas por gramo de sustrato (U/g), dependiendo del sustrato y el hongo 

utilizado (Demir, Aytar, Gedikli, Çabuk, & Arisoy, 2011; Gomes et al., 2009; Machuca & 

Ferraz, 2001; Mazumder, Basu, & Mukherjee, 2009; Ashok Pandey, Selvakumar, Soccol, & 
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Nigam, 1999; Stoilova, Krastanov, & Stanchev, 2010; Toca-Herrera, Osma, & Couto, 2007; 

Vikineswary et al., 2006). En el caso de Ceriporiopsis subvermispora se reportan extracciones de 

lacasa en medio sólido a 10 y 20 ˚C a partir de diferentes maderas trabajadas en biopulpado 

(Machuca & Ferraz, 2001; Vicentim & Ferraz, 2007). El efecto de la temperatura sobre la 

extracción de lacasas con C. subvermispora en medio sólido no ha sido reportado; sin embargo, 

en estudios de extracción con otras enzimas, como pectinasas, se ha encontrado que temperaturas 

entre 25 y 40 ˚C, pueden favorecer la suspensión y actividad de la enzima (Leda R. Castilho, 

Alves, & Medronho, 1999; Leda R. Castilho, Medronho, & Alves, 2000; Poletto, Borsói, Zeni, & 

Moura, 2015). 

El efecto de la temperatura en este ensayo puede ser explicado por las condiciones del medio 

evaluado. La presencia de agar en las muestras puede interferir en la dilución de las enzimas al 

momento de ser extraídas con la solución buffer. Un fenómeno de adhesión de lacasas al agar 

podría afectar la suspensión de estas, haciendo que las actividades registradas sean bajas en 

relación a la concentración real presente en la muestra. El incremento de temperatura no parece 

generar un efecto positivo en la extracción de las enzimas, a 40 ˚C se observa una notable baja en 

el registro de la actividad, esto probablemente ocurre debido a una desnaturalización de la 

enzima ya que en todos los tratamientos de dilución se evidencia el mismo comportamiento. Otro 

aspecto a considerar es la temperatura a la que fue mantenido el cultivo (28 ˚C), es posible que el 

cambio afecte la actividad y naturaleza de la enzima, situación que explica el hecho de que se 

obtengan los mejores registros a 30 ˚C. 

La dilución que mostró mejores valores para la actividad enzimática fue 1/60, obteniéndose una 

actividad enzimática de 1.003 U/g, 1,17 U/g y 0,98 U/g para 20, 30 y 40 °C respectivamente. Al 

observar la distribución de los valores de actividad enzimática en las curvas de comparación se 
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encuentra un paralelismo entre las diluciones 1/60 y 1/70. Este comportamiento no es igual para 

las diluciones 1/40 y 1/50, especialmente en las temperaturas de 20 y 40 °C. El efecto de la 

temperatura parece ser más fuerte para diluciones bajas, mostrando mayor variabilidad en la 

concentración de lacasas extraídas del cultivo. Esto puede indicar que diluciones por debajo de 

1/60 pueden contener componentes que interfieren de manera diferencial en la actividad 

enzimática de lacasas o en la medición de la actividad enzimática. Para todos los ensayos 

posteriores se utilizará el método de extracción de lacasas a una temperatura de 30 °C y con una 

dilución de 1/60. 

5.3.2 Producción de lacasas en el tiempo 

La cuantificación de la actividad enzimática de lacasas producidas por C. subvermispora sobre 

RA durante 15 días es mostrada en la Figura 5.3. El muestreo fue realizado cada 3 días a partir 

del inicio del cultivo del hongo sobre el sustrato. El máximo valor de actividad lacasa fue 

registrado en el día 15 con 1,69 U/g. Las mediciones fueron tomadas con tres repeticiones 

mostrando para cada valor el error muestral correspondiente.  
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Figura 5.3 Actividad enzimática de lacasas producidas por Ceriporiopsis subvermispora en 

cultivo agar durante 15 días. 

 

La actividad lacasa parece mostrar un incremento general durante el periodo de medición, no 

obstante, en el día 12 se registró un decaimiento en los valores de actividad (1,15 U/g), 

evidenciando un leve incremento al día 9 (1,41 U/g). En la Tabla 5.3 se presentan los valores de 

actividad lacasa, junto con su desviación estándar, determinados en los días de muestreo. 

 

Tabla 5.2 Actividad lacasa recuperada a partir de fermentación sólida de C. subvermispora 

sobre Rosa Agar 

Tiempo de biodegradación (días) Actividad lacasa 

U/g 

Desviación 

Típica 

3 0.867 0.110 

6 1.010 0.137 

9 1.410 0.165 

12 1.147 0.122 

15 1.690 0.201 
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Este comportamiento en la actividad lacasa producida por C. subvermispora se ha observado, 

durante este mismo periodo de medición, sobre otros sustratos. Como ya se ha mencionado, este 

hongo produce lacasas en sus primeros estadios de crecimiento, teniendo un papel fundamental 

en la degradación inicial de la lignina. La presencia de lignino peroxidasa (LiP) es asociada a la 

mineralización de lignina lo que a su vez permite la penetración de las otras enzimas 

degradadoras en la matriz celular, sin embargo, en el caso de C. subvermispora esta enzima no es 

producida, dejando la mineralización a cargo de la lacasa y la Manganeso peroxidasa (MnP) 

(Rüttimann-Johnson et al., 1993). El modelo de peroxidación lipídica inducido por MnP explica 

la mineralización de lignina por este organismo, donde la lacasa actúa como la enzima encargada 

de romper las primeras subunidades fenólicas y no fenólicas de la lignina (Enoki et al., 1999; 

Jensen et al., 1996; Kapich et al., 1999; Watanabe, Katayama, Enoki, Honda, & Kuwahara, 

2000).  

Generalmente, la etapa de producción de lacasas ocurre durante los primeros 20 días de cultivo, 

alcanzando el pico máximo de producción en este periodo para luego decaer y ser remplazada 

casi exclusivamente por la enzima manganeso peroxidasa (MnP) (Lobos et al., 1994). En la 

Tabla 5.4 se muestran las actividades lacasa registradas para diferentes cepas de C. 

subvermispora en un periodo no mayor a 20 días. 

Tabla 5.3 Reportes de actividad lacasa producida por diferentes cepas de C. subvermispora en 

fermentación líquida (FEL) y fermentación sólida (FES) 
Cepa 

Ceriporiopsis 

subvermispora 

Actividad 

Lacasa 

Días de 

cultivo 

Tipo de 

fermentación 

Sustrato 

L 14812-sp 0,4 U/g 4 FES Madera de eucalipto (Eucalyptus grandis) 

Licor de maíz fermentado: 0,5% 

Glucosa: 0,5% 

(Vicentim & Ferraz, 2007) 

L 14808-sp 3,6 U/g 15 FES EMA y Eucalipto (Eucalyptus grandis) 

(Ferraz et al., 2003) 

CZ 3-sp 700 U/L 15 FEL Madera de álamo (Populus alba) 
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(Chi et al., 2007) 

FP 90031-sp 1670 U/L 16 FEL Madera de álamo (Populus alba) 

(Chmelová & Ondrejovič, 2012) 

FP 90031-sp 1220 U/L 16 FEL Paja de Trigo (Triticum aestivum) 

(Chmelová & Ondrejovič, 2012) 

FP 90031-sp 1600 U/L 16 FEL Pino (Pinus nigra) 

(Chmelová & Ondrejovič, 2012) 

CZ 3-sp 2,25 U/g 18 FES Pasto Varilla 

(Panicum virgatum) 

(Wan & Li, 2011) 

Nota. Los valores mostrados son los máximos registrados en un periodo no mayor a 20 días. 

 

Generalmente la actividad lacasa es reportada para fermentaciones en estado líquido, son pocos 

los reportes que describen la producción de la enzima en fermentación sólida. La máxima 

actividad lacasa  registrada en sustrato RA (1,69 U/g) es comparable con los reportes hechos en 

FES para cultivos sobre pasto varilla (2,25 U/g) y  EMA-eucalipto (3,6 U/g cultivo), a los 18 y 

15 días respectivamente (Ferraz et al., 2003; Wan & Li, 2011). Por otro lado la actividad lacasa 

medida en este trabajo, al tercer día (0,87 U/g), duplica el registro sobre eucalipto (Eucalyptus 

grandis) (0,4 U/g) descrito por Vicentim & Ferraz (2007), el cual fue suplementado con una 

fuente de nitrógeno y glucosa adicional. Esto muestra una utilidad por parte de los desechos de 

Rosa sp para servir como sustrato en el cultivo del hongo Ceriporiopsis subvermispora, al menos 

en las primeras etapas del ataque enzimático. 

La actividad enzimática registrada por Ferraz et al. (2003), se reporta como unidades de 

actividad enzimática sobre gramos de cultivo (U/g cultivo), esta denotación es debida a que la 

FES fue hecha sobre Extracto de Malta Agar (EMA) y trozos de eucalipto. El modelo 

experimental presentado por Ferraz et al., se asemeja al utilizado en este trabajo, los trozos de 

eucalipto fueron agregados a un cultivo de C. subvermispora sobre EMA a los 7 días de 

sembrado y luego se permitió la colonización del sustrato lignocelulósico durante 15, 30, 60 y 90 

días. Aunque las enzimas no fueron recuperadas directamente de la matriz de Malta Agar sí se 
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incluyó su efecto en la determinación de la actividad lacasa. A pesar de que la actividad lacasa en 

el día 15 duplicó el valor reportado en este trabajo (3,6 U/g cultivo frente a 1,69 U/g) cabe 

señalar que el organismo tuvo una fuente de carbono y nitrógeno inicial, proveída por el medio 

de cultivo EMA, lo que permitió que el hongo dispusiera de nutrientes adicionales para colonizar 

el sustrato. Adicionalmente, Giles & col (2014) realizaron estudios de degradación con C. 

subvermispora sobre un medio de Pino Agar (Pinus taeda), mostrando la capacidad de este 

hongo para degradar el material vegetal mezclado con agar. 

Otros valores de actividad lacasa en fermentación sólida con C. subvermispora, han sido 

reportados en la literatura para diferentes periodos. En seguimientos durante 30 a 90 días se 

registran actividades lacasa que evidencian decaimiento en la producción de esta enzima. Es así 

como en cultivos de C. subvermispora sobre eucalipto (Eucalyptus grandis) y EMA se observan 

bajas en la actividad enzimática que van desde los 12,6 U/g en el día 30 a 2,8 U/g en el día 90 

(Ferraz et al., 2003). En otros casos la presencia de lacasas es sumamente baja durante el periodo 

de medición, como en cultivos sobre paja de trigo (Triticum spp), donde las actividades van de 

0,05 U/g en el día 30 a 0,15 U/g 40 días después sin identificarse picos de producción durante la 

biodegradación del sustrato (Cianchetta, Di Maggio, Burzi, & Galletti, 2014; Ferraz et al., 2003). 

Esta variación en los valores de actividad enzimática lacasa puede ser explicada por las 

condiciones del cultivo, el tipo de sustrato y la concentración disponible de nitrógeno. Se sabe 

que la producción de lacasas puede ser estimulada por la adición de co-sustratos ricos en 

nitrógeno, como peptona y extracto de levadura entre otros (Sethuraman, Akin, & Eriksson, 

1998a; Vicuña, Larraín, Lobos, Salas, & Salas, 1996). Evidencia de ello es el ahorro de energía 

logrado con el uso de licor fermentado de maíz como co-sustrato durante el biotratamiento de 

Pinus taeda con C. subvermispora, alcanzando bajas en el consumo de electricidad durante la 
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fibrilación y refinación, que pueden alcanzar del 30 al 36% (Akhtar et al., 1998). Este licor de 

maíz puede contener hasta un 45% (peso seco) de proteína, la cual sirve como fuente de 

nitrógeno para el hongo. La producción de lacasas por C. subvermispora sobre desechos de Rosa 

sp en Colombia podría ser mejorada con la utilización de co-sustratos similares, como por 

ejemplo el suero de leche, el cual es habitualmente desechado por las empresas productoras de 

queso al carecer de utilidad industrial. 

En sistemas de fermentación líquida (FEL) con C. subvermispora se han reportado actividades 

enzimáticas que pueden ir desde 700 U/L a 1670 U/L sobre sustratos como Madera de álamo 

(Populus alba), Paja de Trigo (Triticum aestivum) y Pino (Pinus nigra) durante periodos de 15 a 

16 días (Chi et al., 2007; Chmelová & Ondrejovič, 2012). Ensayos de fermentación líquida con 

C. subvermispora (FP 105752-sp y L 1487-sp) y harina de Rosa sp fueron hechos en varias 

ocasiones durante el desarrollo de este proyecto, sin embargo, el hongo no logró desarrollarse ni 

mostrar crecimiento alguno en la matriz líquida, solo fue observado un crecimiento en las 

paredes del matraz en las zonas donde había pequeñas trazas de material vegetal. La presencia de 

líquido en el medio fue un factor que interfirió en el crecimiento del organismo a tal punto que 

los medios de RA demasiado humectados también inhibieron su crecimiento sobre la caja. Es 

posible que la cantidad de agua presente en una FEL dificulte la adhesión de las hifas sobre el 

sustrato y consecuentemente la acción de las enzimas; cabe mencionar que este organismo crece 

de manera natural sobre la madera sólida y no en medios sumergidos.  

El potencial de C. subvermispora como productor de lacasas en fermentación líquida ha sido 

estudiado en múltiples oportunidades para su explotación como agente bioremediador 

(Mendonça, Jara, González, Elissetche, & Freer, 2008a; Yavuz, Kaya, & Aytekin, 2014). Se han 

diseñado medios optimizados en términos de proteína (peptona), sales (MgSO4 7H2O; NaCl; 
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CaCl2 2H2O; CuSO4 5H2O; FeSO4 7H2O; MnSO4 H2O; ZnCl2) y concentración inicial de 

glucosa. Con estas modificaciones del medio se han logrado obtener actividades lacasa óptimas 

de 41 U/L y 152 U/L (papel filtro) a los 5 días de cultivo, o de 4300 U/L  y 2020 U/L en los días 

11 y 17 respectivamente  (Babič, Likozar, & Pavko, 2012; Chmelová, Ondrejovič, Ondáš, & 

Šturdík, 2011). También se ha recurrido al uso de co-cultivos para el mejoramiento de la 

producción de lacasas. Chi et al. (2007) reportó para C. subvermispora un incremento en la 

producción de la actividad lacasa de 700 U/L en monocultivo a 2300 U/L sembrado en co-

cultivo sobre madera de álamo con P. ostreatus en un periodo de 15 días. 

El potencial sinérgico entre estos dos hongos fue evaluado en este trabajo mediante un ensayo de 

inhibición sobre PDA; aunque no hubo un efecto de inhibición entre los hongos, si se evidenció 

un crecimiento más acelerado por parte de P. Ostreatus. Este potencial sinérgico puede ser 

estudiado y evaluado sobre RA, ajustando antes la diferencia en las velocidades de crecimiento 

individual para P. ostreatus y C. subvermispora sobre este sustrato.  

Para la producción de lacasas en fermentación sólida se conocen otros hongos como P. ostreatus 

(CCEBI 3021), P. ostreatus (CCEBI 3024), Pleurotus eryngii, Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus 

sanguineus y co-cultivos de Ganoderma lucidum y Trametes versicolor los cuales muestran 

actividades enzimáticas de 4,51 U/g; 5,21, 9,01 U/g; 10,6 U/g, 7,6 U/g y 7,93 U/g 

respectivamente en periodos de 11 a 18 días (García-Oduardo, Bermúdez-Savón, Castillo, 

Serrano, & Perraud-Gaime, 2015; Kuhar, Castiglia, & Levin, 2015; Kumaran, Sastry, & 

Vikineswary, 1997; Lim, Lee, & Kang, 2013; Vikineswary et al., 2006).  Aunque estos valores 

de actividad lacasa son más altos que los alcanzados con C. subvermispora en este trabajo, se 

debe considerar que hay diferencias en las condiciones de cultivo y que la cepa utilizada (FP 

105752) puede ser acondicionada genéticamente al sustrato para mejorar su rendimiento. 
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La producción de lacasas por C. subvermispora (FP 105752-sp) sobre RA encontrada en esta 

investigación, plantea un potencial uso de estos desechos como fuente de carbono no 

convencional para la obtención de estas enzimas. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Capítulo 6. Cuantificación de la pérdida de lignina en 

harina de Rosa sp tratada con Ceriporiopsis 

subvermispora 

 

6.1 Introducción 

A partir de los años 60 se realizaron los primeros trabajos sobre el análisis químico de la 

descomposición de los tejidos de las plantas. De forma natural, los basidiomicetos son los 

encargados de degradar la lignina, barrera física y química de estos materiales. No obstante, la 

mayoría de estos hongos no solo degradan lignina, sino que también usan la celulosa disponible 

como alimento.  Es de interés biotecnológico conocer la forma de aprovechar lo mejor posible 

estos materiales, separando la lignina y dejando disponible la celulosa. Desde la década de los 

setenta se realizaron múltiples estudios en laboratorio con hongos para observar su capacidad de 

degradación selectiva por la lignina (Ander, Eriksson, & Blanchette, 1977; T. Kent Kirk & 

Moore, 1972; SETLIFF & EUDY, 1981). Actualmente, se conoce que el hongo Ceriporiopsis 

subvermispora como el basidioiceto con la mejor capacidad para descomponer lignina 

selectivamente (Ferraz et al., 2008). 
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 La pérdida en el porcentaje de lignina sobre madera tratada con C. subvermispora puede 

alcanzar un 20-70% después de 12 semanas (Effland & Leatham, 1987; Villalba, Scott, & 

Schroeder, 2004, 2006; Wan & Li, 2010, 2011). Este porcentaje puede variar en función del tipo 

de sustrato, la cepa utilizada y la composición del medio. 

En este apartado se realizó la cuantificación de la pérdida de lignina presente en los medios 

basados en harina de Rosa sp. La medición fue hecha durante 15 días con la finalidad de 

observar el proceso de degradación de Rosa sp en los primeros estadios. Esta pérdida en el 

porcentaje de lignina se muestra como una medida del potencial degradador que posee este 

organismo durante las primeras fases de colonización. 

6.2 Materiales y métodos 

El proceso de cuantificación de lignina se realizó siguiendo el método de Klason (Moreira-Vilar 

et al., 2014). Se cultivaron 18 cajas de Petri con RA, donde tres de ellas se usaron como blanco y 

las otras 15 como sustrato para el cultivo del hongo estudiado. Se tomaron 3 cajas en periodos de 

3 días para el respectivo proceso de cuantificación de lignina. En cada caja se adicionó un 1 

gramo de harina de Rosa sp, 0,32 gramos de agar en polvo y agua destilada. Para garantizar que 

la distribución de la harina de Rosa sp en la composición de las muestras fuera la misma, cada 

medio fue preparado y esterilizado a 120 ˚C por 20 minutos en matraz de 100 ml por separado. 

Los medios de RA colonizados por C. subvermispora fueron calentados y filtrados para la 

eliminación del agar, luego el material fue secado durante 24 horas en un horno para quitar el 

exceso de agua. 
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6.2.1 Pretratamiento del material: limpieza de proteínas e 

interferentes 
 

El proceso de pretratamiento utilizado en este estudio fue el indicado por Moreira-Vilar et al: 

Las muestras debieron ser pre-tratadas para excluir las proteínas y otros posibles 

interferentes durante la cuantificación con UV. Esta remoción es realizada para evitar 

medidas incorrectas causadas por constituyentes adicionales a la lignina en longitudes de 

280 nm. Las muestras fueron homogenizadas en una solución buffer fosfato de potasio 5 

mM (pH 7,0), luego maceradas con mortero y puestas a centrifugación a 1400g por 5 

minutos. Este proceso fue repetido dos veces más con el mismo buffer, dos veces con 

solución 1M NaCl (pH 7,0), dos veces agua destilada y dos veces con acetona. Finalmente, 

los pellets fueron secados durante 24 horas en un horno a 60˚.(Moreira-Vilar et al., 2014).   

6.2.2 Cuantificación de lignina: método Klason 

Para cuantificar la lignina presente en los medios con Rosa sp se siguió el procedimiento descrito 

por Moreira-Vilar et al: 

Todas las muestras pre-tratadas, fueron digeridas con ácido sulfúrico (72 % H2SO4, 47 ˚C, 

7 minutos) con agitación constante. Después la muestra es esterilizada (120 ˚C y 30 min), 

seguida por la filtración, en papel filtro, para la separación de la fracción insoluble y 

soluble. La fracción soluble es puesta en espectrofotómetro para medir absorbancia a 280 

nm y 215 nm y el contenido de lignina es calculado por la fórmula: 

𝑆 = (4,53 𝐴215 −  𝐴280)/300. 
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Esta fórmula es el resultado de la resolución de las ecuaciones: 

𝐴215 = 0,15𝐹 + 70𝑆 

𝐴280 = 0,68𝐹 + 18𝑆 

 Donde A215 es la absorbancia a 215 nm; 𝐴280 la absorbancia a 280 nm; F es la 

concentración de furfurales (𝑔𝐿−1); y 𝑆 es la concentración de lignina soluble (𝑔𝐿−1). Los 

valores 0,68 y 0,15 son las absorbancias molares de los furfurales a 280 y 215 nm, 

respectivamente. De igual forma, 18 y 70 son las absorbancias molares de las fracciones 

solubles de lignina a 280 y 215 nm (Golschimdt, 1971). La ceniza es determinada por la 

combustión de la fracción insoluble a 550 ˚C por 4 horas. La lignina presente en la fracción 

insoluble es calculada por la diferencia en el peso seco de la muestra y la ceniza. El total de 

lignina es igual a la suma de la fracción soluble e insoluble.  (Moreira-Vilar et al., 

2014,p.3).  

6.3 Resultados y discusión 

Utilizando el método de Klason descrito en el numeral 6.2.2 se cuantificó el porcentaje de 

lignina presente en los cultivos con Rosa sp y C. subvermispora. Los ensayos fueron hechos por 

triplicado siendo el material previamente homogenizado en su totalidad antes de aplicar el 

pretratamiento descrito en el numeral 6.2.1. La composición de lignina calculada para el blanco 

fue de 211,4 mg.g-
1
 ± 2,9. 

De acuerdo al seguimiento realizado para cuantificar la pérdida de lignina (%), se registraron 

valores para los días 3, 6, 9, 12 y 15. Estos son mostrados, junto a su desviación estándar, en la 

Tabla 6.1.  
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Tabla 6.1 Pérdida en el porcentaje de lignina presente en los desecho de Rosa sp tratados con C. 

subvermispora durante 15 días de tratamiento 
 

Tiempo (días) Perdida de lignina (%) Desviación 

típica 

3 1.04 0.3 

6 1.7 0.3 

9 2.6 0.4 

12 2.7 0.5 

15 3.5 0.7 

 

El máximo registro de perdida se obtuvo al día 15 con 3,5% ± 0,6 de pérdida respecto a la 

cantidad teórica de lignina presente en las muestras. Como se puede observar en la Figura 6.1 el 

decaimiento en el porcentaje de lignina fue medido desde el tercer día de cultivo, obteniéndose 

una pérdida de 1,047 % ±0,32. Entre el día 9 y 12 no existe una diferencia significativa en los 

porcentajes calculados, siendo la cantidad de lignina procesada por el hongo muy similar en 

ambos casos (2,617% ± 0,41 y 2,693% ± 0,523). 
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Figura 6.1 Perdida en el porcentaje de lignina presente en los desechos de Rosa sp tratados con 

C. subvermispora durante 15 días de tratamiento 
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Los valores obtenidos para este ensayo fueron relativamente altos frente a los esperados, ya que 

el modelo de experimentación planteaba una dificultad para el organismo a la hora de acceder a 

todo el material disponible en la caja de Petri. En los procesos de biodegradación con C. 

subvermispora se han reportado valores de pérdida de lignina entre 2% en Pinus taeda y 27,9% 

en madera de álamo (Populus sp) durante 15 días de tratamiento (Chi et al., 2007; Villalba et al., 

2004). Desde luego, estas fuertes variaciones van de la mano con el tipo de madera, los co-

sustratos y la cepa utilizada. Adicionalmente, se debe observar que el crecimiento del hongo 

sobre los trozos de madera ocurre sobre toda su superficie, teniendo la libertad de penetrar la 

matriz lignocelulósica desde diferentes puntos de contacto. Para el modelo usado en este ensayo 

la superficie de contacto disponible estuvo restringida a la capa superior del cultivo, factor que 

dificulta la digestión del material por parte del hongo. Los valores de perdida de lignina presente 

en harina de Rosa sp, obtenidos en este trabajo, pueden variar al modificar condiciones como el 

tiempo de cultivo, tamaño de las partículas o trozos del material vegetal y/o temperatura de 

incubación; no obstante, estos resultados han permitido verificar que ocurre un decaimiento 

relativamente uniforme en el porcentaje de lignina durante el crecimiento del hongo. 

Como se mencionó anteriormente, el decaimiento en el porcentaje de lignina presente en 

materiales lignocelulósicos puede variar en un amplio rango. En la Tabla 6.2 se muestran 

diferentes reportes de decaimiento de lignina sobre diferentes sustratos durante un periodo no 

mayor a 15 días. Los resultados más destacables que han sido registrados hasta el momento en la 

literatura, son los reportados por Wan & Li, (2010) y Chi et al, (2007), quienes registran 

decaimientos en el porcentaje de lignina, con la cepa CZ3, de 26 % y 27,92 sobre residuos de 

maíz y madera de álamo respectivamente. Estos valores son comparativamente muy altos 
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respecto a los obtenidos en este trabajo y los reportados por otros autores, la explicación a estas 

diferencias podría encontrarse en la composición del sustrato, puntualmente en la disponibilidad 

de nitrógeno. Como ya se mencionó anteriormente, las lacasas son las iniciadoras del proceso de 

deslignificación por C. subvermispora, estando presentes en mayor concentración durante los 

primeros 20 días de cultivo y siendo su producción estimulada por la presencia de nitrógeno 

(Rüttimann-Johnson et al., 1993). En el caso de los residuos de maíz, éstos contienen un alto 

porcentaje de proteínas (3,5-8,7%) fuente de nitrógeno accesible para el hongo; de hecho, se ha 

reportado el uso de un extracto de maíz fermentado para el mejoramiento del biopulpado con C. 

subvermispora, haciendo razonable que las tasas de deslignificación reportada para los 15 días de 

tratamiento alcancen este considerable rendimiento (Vicentim & Ferraz, 2007). En el caso del 

cultivo de madera de álamo los investigadores añadieron asparagina-ácido succínico como fuente 

adicional de nitrógeno, lo que pudo promover la acción enzimática y acelerar el proceso 

notablemente. 

Según Quevedo, (2011) el porcentaje total de nitrógeno presente en los residuos de Rosa sp es de 

1,64. Durante los ensayos de crecimiento realizados en la primera parte de este trabajo, no fue 

modificado el contenido de nitrógeno ni tampoco fue cuantificado su efecto sobre el crecimiento 

del hongo en RA; sin embargo, se describió la cinética de crecimiento en Sabouraud Dextrosa 

Agar (SDA), Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA) y Wort Agar (WA), medios con los que se 

observó las mejores tasas de crecimiento micelial con la cepa FP 105752-sp. Los medios de 

cultivo Sabouraud contienen altas cantidades de proteína, representadas en peptona caseína y 

peptona de carne, con una concentración de 5 g/L cada una de ellas. Por otro lado, el WA 

contiene 0,75 g/L de peptona de caseína y su crecimiento micelial alcanzó los 7,9 cm del radio 

de la caja de Petri en 15 días de cultivo. Comparando estos crecimientos con los presentados en 
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RA se observa que el nitrógeno presente en las partículas de Rosa sp pudo favorecer el 

crecimiento del hongo, llegando a ser comparable con los medios comentados. Estos ensayos 

evidencian indirectamente el efecto positivo del nitrógeno en los cultivos con C. subvermispora. 

Tabla 6.2 Reportes de perdida de lignina para diferentes sustratos con diferentes cepas de C. 

subvermispora durante un periodo no mayor a 15 días 

Cepa Porcentaje de lignina 

perdida 

(%) 

Días de cultivo Sustrato de medición 

CZ 3-sp 26 15 Paja de maíz (Zea mays) 

(Wan & Li, 2010) 

CZ 3-sp 27,92 15 Madera de álamo (Populus sp) 

(Chi et al., 2007) 

FP 105752-

sp 

2 15 Pino (Pinus Taeda) 

(Villalba et al., 2004) 

L 14807-sp 7 15 Eucaliptus (Eucalyptus grandis) 

(Ferraz et al., 2003) 

L 14807-sp 6 15 Eucaliptus (Eucaliptus globulus) 

(Mendonça, Jara, González, 

Elissetche, & Freer, 2008b) 

L 14808 SS3 9,9 15 Eucaliptus (Eucalyptus grandis) 

0,5% Licor de maíz fermentado 

(Vicentim, De Almeida, & Ferraz, 

n.d.) 

L 14807-sp 7 15 Pino (Pinus Taeda) 

(Aguiar & Ferraz, 2008) 

L 14807-sp 3,2 15 Pino (Pinus Taeda) 

(Aguiar & Ferraz, 2008) 

L-14808 SS4 9 14 Eucaliptus (Eucaliptus grandis) 

Mn
(2+)

: 12.4 mg/Kg 

Licor de maíz fermentado: 5 g/Kg 

(Vicentim & Ferraz, 2007) 

 

Como ya se mencionó, la adición de nutrientes en el medio de cultivo con Rosa sp y C. 

subvermispora a nivel industrial, puede llegar a ser un obstáculo desde el punto de vista 

operativo, a razón de su costo. Sin embargo, basado en los antecedentes con el uso de co-

sustratos y el efecto positivo del nitrógeno, se plantea la necesidad de investigar el efecto de 

sustancias con alto contenido de este elemento a bajo costo, esto con el fin de optimizar el 
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crecimiento de C. subvermispora sobre los desechos de Rosa sp y estudiar su aplicabilidad en 

procesos biotecnológicos. 

La mayoría de los reportes consignados en la Tabla 6.2 muestran el amplio uso de la cepa L 

14807-sp, la cual no fue seleccionada para este estudio basado en su velocidad de crecimiento 

comparada con FP 105752-sp. Desde luego, esta cepa puede presentar mejores desempeños 

sobre el sustrato Rosa sp en otras condiciones de cultivo; aunque no fue evaluada la producción 

de lacasas y la degradación de lignina, sí fue posible observar que su crecimiento en FES sobre 

aserrín de pino, sin co-sustratos o incubación controlada, colonizó visiblemente el sustrato a la 

segunda semana de haber sido inoculado, fenómeno que no fue apreciable con la cepa FP 

105752-sp. Los valores de decaimiento en el porcentaje de lignina presente en sustratos tratados 

con la cepa L 14807-sp están entre 3 y 10% a los 15 días de cultivo, pasando a 17 y 27% luego 

de 60 y 90 días (Ferraz et al., 2003; Mendonça et al., 2008a). Para el caso de la cepa utilizada en 

este estudio, FP 105752-sp, existen registros para 15 (2% en Pinus Taeda), 30 (11% en Pinus 

taeda) y 84 (33,9% en Pinus taeda; 55,7% en Populus tremuloides; 70,8% Betula papyrifera) 

días de biotratamiento (Blanchette, Burnes, Eerdmans, & Akhtar, 1992; Villalba et al., 2004, 

2006). A la luz de estos datos se observa que la cepa FP 105752-sp alcanza mayores porcentajes 

de deslignificación, al menos en los sustratos mencionados, se debe estudiar entonces este 

proceso sobre desechos de Rosa sp con este hongo durante un tiempo mayor. 

Los estudios de deslignificación con C. subvermispora son reportados para periodos de 30 a 84 

días, enfocándose en su utilidad para los procesos de biopulpado. Varias cepas de C. 

subvermispora han sido probadas para degradar lignina sobre múltiples sustratos; se han 

registrado los porcentajes de deslignificación con las cepas D 98698-sp (5,6% en 30 días; 24,3% 

en 70 días; paja de trigo (Triticum spp)); FP 105752-sp (62,4% en 84 días; (Betula papyri- fera 
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Marsh)); 49,8% en 84 días; (Pinus strobus L)); CBS 347.63-sp ((23,7% en 84 días; madera de 

haya japonesa (Fagus crenata)); (29,4% en 84 días; madera de cedro japonés(Cryptomeria 

japonica)); CZ 3-sp ((26% en 18 días; Panicum Virgatum); (27% en 18 días; tallos y hojas de 

maíz (Zea mayz)); (39,2% en 42 días; tallos y hojas de maíz(Zea mayz)) (Chi et al., 2007; 

Cianchetta et al., 2014; Effland & Leatham, 1987; Tanaka et al., 2009; Wan & Li, 2010, 2011). 

En comparación con las cepas mencionadas, la cepa FP 105752-sp, registra la mayor tasa de 

deslignificación reportada, con 74% de degradación de lignina en 84 días. 

Con el objeto de evaluar la capacidad de crecimiento de la cepa FP 105752-sp de C. 

subvermispora en FES sobre residuos de Rosa sp, se realizaron ensayos con el sustrato libre de 

agar, siendo estos esterilizados previamente a 120 °C por 20 minutos y puestos en cultivo con 

inóculos de C. subvermispora en Matraz de 100 ml. Los inóculos fueron obtenidos de siembras 

en RA con 7 días de cultivo. Se probaron varios métodos para suministrar la humedad necesaria 

en el desarrollo del hongo sobre el material vegetal. El crecimiento fue negativo en todos los 

ensayos en los que se utilizó agua líquida. En vista de esta situación en este trabajo se propuso el 

modelo mostrado en la figura 6.2, donde se depositó 20 ml de agar-agua en el fondo del Matraz y 

se agregaron 30 gramos de Rosa sp previamente esterilizada para luego inocular el medio con 10 

discos de 5 mm de diámetro con micelio crecido sobre RA. 
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Figura 6.2 Esquema de cultivo en fermentación sólida (FES) con C. subvermispora para 

evaluación de crecimiento. Medio libre de nutrientes y co-sustratos 

 

El crecimiento del hongo sobre los desechos de Rosa sp, en este modelo de cultivo, se hizo 

visible a las dos semanas de inoculado. Los residuos fueron colonizados por micelio, 

apareciendo la capa blanca característica del hongo. En el anexo D se presenta la colonización de 

C. subvermispora sobre desechos de Rosa sp en 4 semanas. Las actividades enzimáticas y la 

cuantificación del decaimiento porcentual de la lignina no se realizaron debido a la extensión de 

este trabajo y el tiempo requerido para cultivar las repeticiones y hacer los seguimientos del 

desarrollo del organismo; no obstante, se demuestra la capacidad de C. subvermispora para 

degradar desechos de Rosa sp en FES, base experimental para estudios posteriores de biopulpado 

con este material vegetal. 

 

 



 

 

7. Conclusiones y Recomendaciones 

7.1 Conclusiones 

En este estudio se hizo la primera aproximación al proceso de deslignificación por parte de C. 

subvermispora sobre desechos de Rosa sp en los 15 días iniciales de biodegradación. Con esto se 

ha llegado a las siguientes conclusiones: 

El hongo Ceriporiopsis subvermispora es capaz de crecer sobre un sustrato sólido compuesto por 

harina de Rosa sp sin la necesidad del suministro de co-sustratos, sales o reguladores del pH. 

Haciendo uso del modelo logístico reportado por (Sarikaya & Ladisch, 1997), se encontró que el 

control del pH y la presencia de sales en el medio, junto a las interacciones con las cepas 

estudiadas no presenta diferencias significativas, perfilándose como una fuente de carbono no 

convencional apta para el cultivo de este organismo. 

La cepa FP 105752-sp mostró las mayores velocidades máximas (𝑣𝑚𝑎𝑥) de crecimiento sobre el 

sustrato RA en comparación con L 14807-sp, alcanzando un diámetro micelial promedio de 8,8 ± 

0,1 cm al día 15 sobre Rosa Agar (RA). Al comparar RA con medios de cultivo comerciales, se 

encontró que no existen diferencias significativas sobre el crecimiento del hongo al usar este 

sustrato, Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA) o Wort Agar (WA).  

El efecto de la temperatura y la dilución sobre el proceso de extracción de lacasas a partir de la 

fermentación sólida de C. subvermispora sobre AR, alcanzó su mayor rendimiento, en términos 

de actividad enzimática (1,087 U/g), con una dilución de 1/60 y 30 °C. 
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La actividad enzimática de lacasas registrada para un periodo de 15 días producida por C. 

subvermispora en FES sobre RA, arrojó dos picos de producción, el primero de ellos al día 9 

(1,41 ± 0,122 U/g) y el segundo al día 15 (1,69 ± 0,20 U/g). En relación con los reportes 

bibliográficos, la actividad enzimática registrada en este trabajo demuestra que C. subvermispora 

es capaz de asimilar este sustrato mediante la producción de lacasas, sin la necesidad de 

adicionar sales minerales u otras fuentes de nitrógeno. 

El decaimiento en la composición de lignina presente en desechos de Rosa sp llegó a 3,54% 

durante 15 días de tratamiento con C. subvermispora. Para la cepa FP 105752-sp la literatura 

reporta los más altos porcentajes de deslignificación en periodos de 84 días, aunque en el 

presente trabajo solo fue cuantificado el decaimiento durante dos semanas, el porcentaje 

degradado es similar al obtenido sobre sustratos como madera de pino (Pinus taeda), material 

ampliamente usado para la obtención de celulosa en la fabricación de papel. 

7.2 Recomendaciones 

Al ser esta la primera aproximación en la deslignificación de residuos de Rosa sp con el hongo 

Ceriporiopsis subvermispora, se relacionan a continuación algunas recomendaciones para 

trabajos posteriores. 

Aunque se describió la cinética de crecimiento en términos del diámetro micelial sobre el 

sustrato Rosa Agar, se debe estudiar esta dinámica en fermentación sólida a una escala mayor, 

pasando en primera instancia por cultivos en matraz y luego reactor. 

No existe información sobre el efecto de la temperatura, la dilución, el tipo de solvente y el 

tiempo de contacto para la extracción de enzimas a partir de fermentaciones sólidas con el hongo 
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Ceriporiopsis subvermispora. Encontrar las condiciones óptimas de extracción puede ser un 

factor crítico para la obtención de lacasas y Mn peroxidasas producidas por este organismo con 

fines biotecnológicos. 

El uso de co-sustratos ricos en nitrógeno puede potenciar el proceso de deslignificación de 

desechos de Rosa sp con el hongo C. subvermispora. Medir el efecto de sustancias como el suero 

de la leche o algún otro residuo orgánico, rico en nitrógeno, puede optimizar la deslignificación 

de los residuos en reactor o a escala industrial con bajos costos operativos. 

El uso de co-cultivos ha sido referido como un método para el mejoramiento de la producción de 

enzimas y el proceso de deslignificación de materiales lignocelulósicos. Evaluar co-cultivos con 

este organismo y otros hongos de la pudrición blanca nativos, podría aumentar los beneficios de 

tratamientos aplicados sobre los residuos agroindustriales como los desechos de Rosa sp. 
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A. ANEXO. COMPOSICIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 

 
Medios de cultivo Composición (g/L) 

Wort Agar (WA) Extracto de Malta 15 

Peptona de Caseína 0,75 

Maltosa 12,75 

Dextrina 2,75 

Fosfato de hidrógeno dipotásico 1 

Cloruro de amonio 1 

Agar en polvo 17 

Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) Peptona de Caseína 5 

Peptona de carne 5 

D (+) Glucosa 40 

Agar en polvo 15 

Sabouraud Cloranfenicol Agar (SCA) Peptona de Caseína 5  

Peptona de carne 5 

D (+) Glucosa 40 

Cloranfenicol 0,5 

Agar en polvo 15 

Papa Dextrosa Agar(PDA) Agua destilada 1000  

Patatas 4  

(infusión de sólidos)  

Dextrosa 20  

Agar en polvo 15 

Extracto de Malta Agar (EMA) Extracto de levadura 3 

Extracto de malta 3  

Dextrosa 10 

Peptona 5 

Agar  en polvo 20 

Dextrosa Cloranfenicol Agar (DCA) Dextrosa 20  

Extracto de Levadura 5  

Cloranfenicol 0,1  

Agar en polvo 15  

Rosa Agar Residuo de Rosa sp 50 

MnSO4 0,0845 

KH2PO4 1  

MgSO4.7H2O 0,5 
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B. ANEXO. VALOR PROMEDIO DE Vmax Y t_lat 

 
   μ1  k1  Vmax  t_lat 

              
Cepa Ph  Sin sal Con sal  Sin sal Con sal  Sin sal Con sal  Sin sal Con sal 

              FP 105752-sp   0.623 ± 

0.129 

0.491 ± 

0.084 

 0.129 ± 

0.054 

0.097 ± 

0.033 

 0.807 ± 

0.176 

0.653 ± 

0.116 

 2.583 ± 

0.691 

2.217 ± 

0.803 

 5,7  0.532 ± 
0.071 

0.585 ± 
0.017 

 0.094 ± 0 0.126 ± 
0.003 

 0.759 ± 
0.2 

0.68 ± 
0.055 

 3.19 ± 0.443 1.823 ± 
0.845 

 6,0  0.583 ± 0 0.405 ± 

0.01 

 0.094 ± 

0.037 

0.064 ± 

0.001 

 0.988 ± 

0.396 

0.646 ± 

0.024 

 3.098 ± 

0.032 

1.663 ± 

0.364 

 6,3  0.804 ± 
0.122 

0.441 ± 
0.021 

 0.198 ± 
0.004 

0.083 ± 
0.001 

 0.826 ± 
0.233 

0.587 ± 
0.066 

 2.271 ± 
0.141 

1.284 ± 
0.466 

 6,6  0.596 ± 

0.025 

0.494 ± 

0.104 

 0.113 ± 

0.016 

0.099 ± 

0.014 

 0.789 ± 

0.042 

0.616 ± 

0.171 

 2.227 ± 

0.903 

2.396 ± 

0.043 

 6,9  0.612 ± 0 0.546 ± 
0.105 

 0.139 ± 
0.013 

0.123 ± 
0.001 

 0.679 ± 
0.066 

0.619 ± 
0.23 

 2.214 ± 
0.262 

2.059 ± 
0.093 

 7,0  0.765 ± 0 0.561 ± 

0.028 

 0.199 ± 

0.047 

0.132 ± 

0.041 

 0.756 ± 

0.177 

0.617 ± 

0.132 

 1.958 ± 

0.393 

2.983 ± 

0.071 

 Sin 
solución 

buffer 

0.466 ±        
0.141 

0.406 ± 
0.037 

 0.067 ± 
0.037 

0.051 ± 
0.007 

 0.849 ± 
0.017 

0.809 ± 
0.034 

 3.127 ± 
0.635 

3.312 ± 
0.505 

L 14807-sp   0.48 ± 0.122 0.524 ± 

0.101 

 0.13 ± 

0.048 

0.151 ± 

0.043 

 0.476 ± 

0.16 

0.474 ± 

0.118 

 2.289 ± 

1.201 

2.198 ± 

0.897 

 5,7  0.594 ± 

0.033 

0.553 ± 

0.027 

 0.152 ± 

0.033 

0.166 ± 

0.023 

 0.604 ± 

0.198 

0.462 ± 

0.018 

 2.652 ± 

0.791 

2.344 ± 

0.781 

 6,0  0.36 ± 0.033 0.547 ± 
0.033 

 0.096 ± 
0.033 

0.155 ± 
0.002 

 0.373 ± 
0.192 

0.485 ± 
0.065 

 1.103 ± 
0.865 

2.755 ± 
1.408 

 6,3  0.385 ± 

0.033 

0.527 ± 

0.033 

 0.093 ± 

0.033 

0.143 ± 

0.033 

 0.442 ± 

0.228 

0.508 ± 

0.18 

 1.575 ± 

1.034 

1.371 ± 

0.309 

 6,6  0.584 ± 

0.033 

0.61 ± 

0.097 

 0.17 ± 

0.014 

0.16 ± 

0.033 

 0.506 ± 

0.099 

0.583 ± 

0.064 

 2.167 ± 

0.721 

1.587 ± 

0.389 

 6,9  0.558 ± 

0.033 

0.506 ± 

0.033 

 0.16 ± 

0.033 

0.152 ± 

0.033 

 0.505 ± 

0.163 

0.439 ± 

0.152 

 2.777 ± 

0.034 

2 ± 0.498 

 7,0  0.573 ± 
0.033 

0.609 ± 
0.033 

 0.175 ± 
0.033 

0.207 ± 
0.033 

 0.484 ± 
0.147 

0.459 ± 
0.123 

 1.93 ± 0.665 3.074 ± 
0.537 

 Sin 

solución 

buffer 

    0.306 ± 0.033 0.32 ± 

0.033 

 0.068 ± 

0.033 

0.078 ± 

0.033 

 0.417 ± 

0.28 

0.381 ± 

0.232 

 3.816 ± 

1.388 

2.254 ± 

0.243 
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C. ANEXO. CURVAS DE CRECIMIENTO EN BLOQUES DE 

TRATAMIENTO A, B, C Y D 

 
Curvas de crecimiento para la cepa FP 105752-sp en el bloque de tratamiento A 

 

Bloque Muestra Sales pH Cepa 

A 

A1 1 5,7 FP 105752-sp 

A2 1 6,0 FP 105752-sp 

A3 1 6,3 FP 105752-sp 

A4 1 6,6 FP 105752-sp 

A5 1 6,9 FP 105752-sp 

A6 1 7,0 FP 105752-sp 

A7 1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
FP 105752-sp 

Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 
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Curvas de crecimiento para la cepa FP 105752-sp en el bloque de tratamiento B 

 

Bloque Muestra Sales pH Cepa 

B 

B1 -1 5,7 FP 105752-sp 

B2 -1 6,0 FP 105752-sp 

B3 -1 6,3 FP 105752-sp 

B4 -1 6,6 FP 105752-sp 

B5 -1 6,9 FP 105752-sp 

B6 -1 7,0 FP 105752-sp 

B7 -1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
FP 105752-sp 

Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 
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Curvas de crecimiento para la cepa L 14807-sp en el bloque de tratamiento C 

 

Muestra Sales pH Cepa 

C1 1 5,7 L 14807-sp 

C2 1 6,0 L 14807-sp 

C3 1 6,3 L 14807-sp 

C4 1 6,6 L 14807-sp 

C5 1 6,9 L 14807-sp 

C6 1 7,0 L 14807-sp 

C7 1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
L 14807-sp 

Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 
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Curvas de crecimiento para la cepa L 14807-sp en el bloque de tratamiento D 

 

Muestra Sales pH Cepa 

D1 -1 5,7 L 14807-sp 

D2 -1 6,0 L 14807-sp 

D3 -1 6,3 L 14807-sp 

D4 -1 6,6 L 14807-sp 

D5 -1 6,9 L 14807-sp 

D6 -1 7,0 L 14807-sp 

D7 -1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
L 14807-sp 

Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 
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Curvas de crecimiento de la cepa FP-105752-sp y L 14807-sp en Rosa Agar en ausencia de 

solución buffer y sales 

 

Muestra Sales pH Cepa 

A7 1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
FP 105752-sp 

B7 -1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
FP 105752-sp 

C7 1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
L 14807-sp 

D7 -1 
Sin regulador de pH 

5.8 – 6.8 
L 14807-sp 

Nota: 1 indica la presencia de sales y -1 su ausencia. 
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D. ANEXO. COLONIZACIÓN DE C. SUBVERMISPORA 

SOBRE DESECHOS DE ROSA sp EN 4 SEMANAS. 

 

 

 

 
Crecimiento de C. subvermispora sobre desechos de rosa con 4 semanas de cultivo. 

Medio libre de nutrientes y co-sustratos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



130                                                 D e s l i g n i f i c a c i ó n  d e  d e s e c h o s  d e  R o s a  s p  c o n   
                                              C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a                                                                                                    

 

E. ANEXO. COMPARACIÓN DE MEDIAS MUESTRALES 

ENTRE BLOQUES DE TRATAMIENTO: pH Y 

PRESENCIA O AUSENCIA DE SALES A LOS 15 DIAS DE 

TRATAMIENTO 

 

 

Comparación de medias de los bloques de tratamiento A y B 

 

Comparación de medias de los bloques de tratamiento C y D 


